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Introducciéon

El cancer o desarrollo tumoral se caracteriza por un crecimiento excesivo y descon-
trolado de un grupo de células que invaden y dafian tejidos y 6rganos. Es una de las
causas mas frecuentes de mortalidad ocupando un segundo puesto en los paises des-
arrollados detrds de las enfermedades cardiovasculares o coronarias. La incidencia
del cancer ha aumentado en las dltimas décadas; si bien es notorio que en aquellos
paises donde el control sanitario es mayor ha habido una disminucién de los casos
de mortalidad, en los Gltimos afios, debido a los grandes avances en los tratamientos
terapéuticos y en el diagndstico precoz. El cancer es el resultado de dos procesos su-
cesivos: el aumento de la proliferacion de un grupo de células formando un tumor o
neoplasia y la posterior adquisicién por parte de estas células de capacidad invasiva
permitiéndoles migrar desde su lugar de origen a otros tejidos u 6rganos, proceso co-
nocido como metastasis. Para entender o estudiar la carcinogénesis hay que tener en
cuenta su alta complejidad, la cual que se refleja en la gran heterogeneidad y varia-
bilidad morfolégica y pronéstica de los tumores y el gran nlimero de alteraciones mo-
leculares oncogénicas descritas. Estas seguirdn aumentando conforme se avance en
el conocimiento de nuevas moléculas o nuevas funciones de moléculas ya conocidas,
cuya activacién o inactivacién puedan afectar a los procesos de proliferacion y dife-
renciacion celular, ya sea a nivel del ciclo celular, a nivel de apoptosis etc '.

El cancer se considera una enfermedad genética esporadica, excepcionalmente
hereditaria. El proceso de formacién de un tumor consiste en la acumulacién de
multiples alteraciones en el genoma de las células que forman dicho tumor. Existen
dos posibles conjuntos de alteraciones genéticas: cambios en la secuencia del
ADN y cambios epigenéticos que afectan a la expresién de genes. Las alteraciones
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a nivel de secuencia pueden ser deleciones de regiones cromosémicas, que im-
plican pérdida de genes que pueden estar relacionados con la regulacion negativa
del ciclo celular, como es el caso de los genes supresores de tumores; mutaciones
génicas que pueden activar o inactivar distintas proteinas; amplificaciones génicas
que conllevan la sobreexpresion de genes especificos; e incluso, pérdidas y ga-
nancias de cromosomas enteros. En cuanto a alteraciones epigenéticas nos en-
contramos con el silenciamiento de genes causado por hipermetilacion de las islas
CpG localizadas en sus promotores, como es caso de p16N¢a, el gen MLHT o el
gen BRCAT. Cuando estas alteraciones se encuentran en las células de la linea ger-
minal se transmiten a la descendencia. Este es el caso del cancer de mama, pato-
logia en la que aproximadamente un 5-10% de los afectados son consecuencia de
la herencia por via germinal de mutaciones en los genes BRCAT 2y BRCA2 3. Tam-
bién en este grupo encontramos alteraciones genéticas que transmiten una pre-
disposicién a desarrollar un tipo o varios tipos de tumores, como es el caso de la
ataxia telangiectasia, cuya mutacion afecta al gen ATM 3 que esta implicado en
los procesos de reparacion del ADN, y sus pacientes desarrollan linfomas de tipo
no Hodgkin, leucemias linfociticas agudas, carcinoma de estémago y, ademads,
poseen una alta predisposicion para el cancer de mama. Estas alteraciones gené-
ticas en el cancer hereditario pueden afectar a genes supresores y a genes de re-
paracion del ADN. Ejemplos de mutaciones en genes reparadores del ADN
aparecen en algunos casos como el cancer colorrectal hereditario de tipo no po-
lipésico (HNPCC) # con mutaciones fundamentalmente en los genes MSH2 y
MLHT. En cuanto a mutaciones en genes supresores de tumores encontramos, un
tipo de cancer muy conocido es el retinoblastoma, donde el gen alterado es el
gen supresor de tumores Rb; la poliposis familiar adenomatosa, donde el gen afec-
tado es APC >; el tumor de Wilms, con el gen Wt1 mutado; las neurofibromatosis
de tipo 1y 2 con alteraciones en los genes NF1y NF2.

Las causas del cancer residen en: a) fallos enddgenos en procesos celulares y b)
agentes externos que pueden alterar nuestros genes. Estos agentes externos se pue-
den dividir en tres grupos: agentes quimicos, algunos naturales, pero la mayoria pro-
ducidos por la actividad industrial que causan entre un 80-90% de los casos; agentes
fisicos como radiaciones ionizantes, luz ultravioleta y fibras minerales (asbestos)
que constituyen el 5% de los casos; y los virus responsables de un 5-10% de los
canceres (tales como HPV-16, HPV-18 y otros).
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Hay muy pocos casos de tumores que posean alteraciones constantes, solamente
en algunos procesos linfoproliferativos y algunas leucemias que tienen transloca-
ciones caracteristicas, como es el caso de los linfomas foliculares con la transloca-
cion t 18 [infomas del manto t '"'*, leucemia mieloide crénica t %22 etc. Los
distintos procesos moleculares (Figua 1) que se asocian con la formacién y progre-
sion tumoral son:

a) activacion de oncogenes

) inactivacion de genes supresores

) alteracion en los genes de reparacion del ADN
)

)

o 0O T

alteracion de genes relacionados con la apoptosis

otros mecanismos tales como la activacién de telomerasa, de genes interruptores,
reparacion de la oxidacién mediada por radicales libres procedentes del meta-
bolismo celular, reacciones de depurinacién, de desaminacion, etc.

f) inestabilidad genética (microsatélites y cromosémica)

@
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Figura 1: Carcinogénesis humana

Oncogenes

Son las formas mutadas de los proto-oncogenes, que son genes que intervienen en
las rutas de proliferacion celular, y originan proteinas con funciones anémalas que
estimulan el crecimiento y alteran la morfologia produciendo la transformacién ce-
lular. Los primeros oncogenes descubiertos eran virales, pero los virus s6lo son res-
ponsables de un porcentaje muy pequeno de los procesos tumorales. Se pueden
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clasificar seglin su mecanismo de accion y en funcién de la ruta bioquimica en la
que se encuentran. Asi tenemos oncogenes que codifican factores de crecimiento,
receptores tirosina-quinasa, receptores sin actividad tirosina-quinasa, proteinas que
intervienen en las vias de sefalizacion de determinadas sefiales mitégenas y prote-
inas nucleares que regulan los procesos de transcripcién. De entre los muchos on-
cogenes conocidos, s6lo algunos mas relevantes serdn comentados.

Sis

El oncogén sis, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), es un re-
gulador que tiene un papel critico en los procesos de migracion y proliferacion de
células del mesénquima. Se ha visto que induce quimiotasis y reorganizacién de
actina protegiendo a las células de la muerte por apoptosis. Este factor contribuye
al cancer mediante mecanismos autocrinos y paracrinos a través de los tejidos cir-
cundantes o de otras células presentes en tumores como macroéfagos y células en-
doteliales, ademds de estar implicado en angiogénesis y en las interacciones entre
tumor y estroma

erbB

Los oncogenes erbB codifican para receptores tirosina-quinasa de la familia del
factor de crecimiento epidérmico (EGF). Particularmente los receptores erbB2 y
erbB3 estan implicados en el desarrollo de canceres humanos. En un 25-30% de
los tumores de mama hay una sobreexpresion y activacion constitutiva del receptor
erbB2 y se asocia con procesos de metastasis en ganglios linfaticos correlacionando,
por tanto, con mal pronéstico. erbB3 también se expresa en tumores humanos en
donde hay sobreexpresion de erbB2 como mama, vejiga y otros. Recientemente, se
ha demostrado que la sobreexpresion independiente de cada uno no promueve
transformacion celular, pero el heterodimero erbB2/erbB3 es el que posee funciones
oncogénicas °.

Se han descrito muchos mas oncogenes que son homélogos de receptores con
actividad tirosina-quinasa como el oncogén fms, receptor para el factor estimulante
de la formacién de colonias de macroéfagos (CSF-1); c-kit, el receptor y su ligando;
el factor de crecimiento de células hematopoyéticas o stem cell factor cuya expre-
sion estd aumentada en distintos tumores como leucemia mieloide aguda, mastoci-
tosis, seminomas, tumores gastrointestinales y carcinomas de ovario y Utero; c-ret,
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que codifica uno de los componentes del receptor para el factor neurotréfico deri-
vado de la glia o GDNF y se encuentra activado en las neoplasias multiples endo-
crinas, carcinomas medulares familiares de tiroides (FMTC) y carcinomas papilares
esporadicos de tiroides (PTC).

Ras

Entre los oncogenes que codifican proteinas citoplasmaticas que traducen sefa-
les mitogénicas encontramos la superfamilia Ras. Esta superfamilia codifica para un
grupo de proteinas monomeéricas de bajo peso molecular con actividad GTPasa. En
humanos hay mas de cien miembros y se pueden clasificar en seis subfamilias Ras,
Rho, Arf, Rab, Ran, y Rad e intervienen en procesos de transmision de sefales en
los procesos de control del ciclo celular y apoptosis, regulacion de citoesqueleto y
transporte membranal. Las proteinas Ras unen GTP (estado activo, normalmente
asociadas a membrana e interacciona con sus moléculas efectoras) o GDP (estado
inactivo) y poseen actividad intrinseca de GTP hidrolasa y una mayor afinidad por
GTP. Este ciclo es regulado por activadores (GAPs) que aumentan la hidrélisis de
GTP y factores de intercambio de guanina (GEFs) que estimula el cambio de GDP
por GTP (Figura 2). Los miembros de las familias Rho, Rab y Ran también son regu-
lados por inhibidores de la disociacién de GDP (GDls).

Familia Ras: Incluyen tres variantes

Estimulo H-ras, K-ras y N-ras’ que codifican para
mitogénico

Fotiia aetin proteinas de 21 kDa. Su implicacién en

cancer es incuestionable. Se han encon-
Ras-GDP trado mutaciones activadoras de Ras en

un 70% de las neoplasias humanas:
entre ellas mutaciones de K-ras en tu-

Forma activa e .
mores pancreaticos (90%), en cancer de

pulmon (33%) y (44%); mutaciones de

H-ras en vejiga (10%) y rifién (10%); y
mutaciones en N-ras en leucemias
e ds senals (30%), higado (30%) y melanoma

gep%‘l‘-#gl[‘a'gi'g‘g (13%); y casos de sobreexpresion en

distintos tumores como vejiga.

Figura 2 : Via de activacion de Ras
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Rho

Familia Rho: Su implicacién en cadncer es bastante reciente. Sus mutaciones son
muy raras pero su sobreexpresion es bastante comin. RhoA se sobreexpresa en car-
cinomas de cuello, cabeza, pulmén, col6n y mama. La sobreexpresion de RhoC se
ha encontrado en carcinoma de mama y pancreas. Otros miembros de esta familia
también estan sobreexpresados en cancer de mama como Rac1y cdc42. Una des-
regulacion de la activacion de los miembros de esta familia puede contribuir a la
progresion del cancer. Algunos rhoGEF poseen propiedades transformantes y otros
actian como supresores de tumores, como es el caso p190 rho GAP.

Juny Fos

Los oncogenes jun'y fos fueron descubiertos en retrovirus animales: el virus del
sarcoma aviar 17 (ASV-17) y dos virus que producen osteosarcomas en ratones (Fin-
kel-Biskis-Jinkins o FBJ y Finkel-Biskis-Reilly o FBR) respectivamente. c-jun pertenece
a la familia jun junto a junB'y junD, y c-fos a la familia fos con fosB, fra-1y fra-2. Las
proteinas poseen homologias estructurales 8. Tienen dos dominios: uno responsable
de activar la transcripcién, y otro de unién al ADN que contiene una region rica en
leucinas que forma una cremallera necesaria para la dimerizacion. La actividad bio-
|6gica de c-jun esta regulada por fosforilacién por la enzima jun-quinasa JNK (SAPK),
que es activada por distintos factores como citoquinas y estrés. Otras quinasas que
regulan c-jun son la casein-quinasa Il (CSll) que la inhibe y PKC que la activa. La ex-
presion c-fos esta regulada transcripcionalmente por el elemento de respuesta al suero
(SRE) al que se unen los factores de transcripcion ELK-1, que se activa por ERKT (via)
y JNK (via de estrés celular), y por el factor SRF (serum response factor) activado por
ERK-1y 2, AMPc y calcio. La actividad biolégica de c-jun reside en procesos de pro-
liferacion celular, tumorigénesis, apoptosis y morfogénesis embrionaria.

v-erbA

El oncogén nuclear v-erbA causa eritroleucemias y sarcomas en aves y hepatocar-
cinomas en ratones transgénicos. No posee gran actividad transformante por si solo,
pero potencia la actividad oncogénica de v-erbB. Es una forma mutada de un receptor
nuclear de alta afinidad de las hormonas tiroideas TRB1/c-erbA, que actiia como re-
presor constitutivo de los genes regulados por T3.En los Gltimos afnos se han descrito
numerosas alteraciones, como mutaciones y expresién anémala en los genes de los
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receptores de las hormonas tiroideas °. En cancer de mama, se ha considerado al re-
ceptor de hormonas tiroideas como marcador e incluso como diana terapéutica tanto
a los receptores de estrégenos como a los de progesterona. Algunos autores han des-
crito casos de hipermetilacion del promotor con su consecuente reducida expresion
de transcritos de TRB1, y sugieren que este proceso ocurre en los primeros estadios
del tumor. También se han descrito alteraciones a nivel del ARNm de TRB7y TRf1,
ademads de la aparicion de transcritos anormales de TRB1. En otros canceres, como el
de higado, hay una mayor expresién de TRB1, formas truncadas de 87y $2; mutacio-
nes puntuales, todas estas proteinas mutantes son dominantes negativos de la actividad
normal de la forma silvestre. En cancer de tiroides los niveles de ARNm TRB2 son me-
nores mientras que los niveles de las proteinas son mayores, aunque la mayoria son
formas mutantes. En otros canceres, como colon, hay una reduccion o pérdida total
del ARNm de TRp pero no delecion a nivel de ADN. Varios estudios han propuesto
que estos genes pueden funcionar como genes supresores de tumores ya que las for-
mas mutantes pueden alterar otras rutas de senalizacion de control celular como en
la expresion de ciclina D1, interaccién con p53, etc.

myc

El oncogén c-myc, que codifica para un factor de transcripcion, pertenece a la
familia de los genes myc que incluye su homélogo v-myc, N-mycy L-myc. En un
gran nimero de canceres humanos se ha visto una expresion anormal asociada a
tumores poco diferenciados y muy agresivos. c-myc se expresa durante la embrio-
génesis y en tejidos con alta capacidad proliferativa. Su actividad esta controlada
por distintos agentes externos como factores de crecimiento, mitégenos y -cate-
nina, que lo activan, o factores como TGFf que lo inhibe. Su actividad es debida a
que activa o reprime genes implicados en ciclo celular. c-myc aumenta la expresién
de CCND2 (ciclina D2) y CDK4 (quinasa dependiente de ciclina 4), las cuales son
secuestradas por el inhibidor de quinasa p274*" degradable por Cul-1 y CKS, tam-
bién dianas de myc. De este modo evita la unién de p27X*" al complejo cdk2-cicli-
naE y éste fosforila retinoblastoma (Rb) y se liberan los factores de transcripcion E2F.
También c-myc reprime los inhibidores de ciclinas p15 y p21 a través de la interac-
cién de los heterodimero myc-max con otros factores de transcripcion MIZ-1y SP1.
También myc es importante en procesos de diferenciacion y apoptosis. La activacion
oncogénica de c-myc causa aumento de la proliferacion, pero la transformacion ce-
lular requiere otras lesiones oncogénicas. Los tres genes c-myc, N-mycy L-myc son
frecuentemente sobreexpresados en una gran variedad de tumores '°. A veces se so-

7 -



Bases Genéticas del Cancer

breexpresan por amplificacion como en los neuroblastomas, carcinomas microciti-
cos de pulmén, carcinomas de mama, estomago, pulmén y colén, o por transloca-
ciones como ocurre en el 100% de los linfomas de Burkitt.

Genes supresores de tumores

La pérdida de funcion de los genes supresores de tumores es crucial para la trans-
formacion celular. Estos genes controlan la proliferacion celular principalmente a
nivel de ciclo celular y de la reparacién del ADN. Entre ellos encontramos genes
tan importantes como Rb, p53, p16, APC, BRCAT y 2, de los que vamos a hablar
en este capitulo.

Rb (gen supresor de susceptibilidad al retinoblastoma)

El retinoblastoma es un tumor de las células nerviosas de la retina embrionaria
que aparece en humanos antes de los cinco anos de edad. Su origen puede ser here-
ditario o esporadico. Los pacientes con origen hereditario han heredado una mutacién
por linea germinal, preexistente en algln progenitor o que aparece durante la game-
togénesis. Esta mutacion les hace mas susceptibles a contraer la enfermedad, tras ad-
quirir una segunda mutacién por via somatica. La enfermedad de aparicion esporadica
es menos frecuente y de aparicion mds tardia ya que se requiere la acumulacion de
dos mutaciones por via somatica. El gen que confiere la susceptibilidad a contraer
esta enfermedad fue localizado en la banda 14 de la rama larga del cromosoma 13
y presenta un caracter recesivo. El producto de expresion de este gen es una proteina
de 105 kDa de peso molecular que se conoce con las siglas Rb ''. La ausencia total
de dicha proteina o la presencia de una proteina mutada sin actividad bioldgica pro-
voca la aparicién de retinoblastoma pero ademas esta implicada en muchos procesos
no retinianos como en los tumores microciticos de pulmon, carcinoma de mama, ve-
jiga y préstata. Rb inhibe la proliferacion celular. El mecanismo por el cual ejerce su
funcién consiste en reprimir los genes que se requieren para la sintesis del ADN a tra-
vés de su interaccion con los factores de transcripcién E2F. La inactivacion de Rb es
necesaria para la proliferacién celular. Hay cuatro mecanismos de inactivacion: 1) in-
activacion genética; 2) oncoproteinas virales como el antigeno T del SV40, ETA de
adenovirus y E7 de papiloma virus secuestran el Rb impidiendo su funcién; 3) inacti-
vacion por fosforilacion por proteinas quinasa dependientes de ciclinas durante el
ciclo celular y una vez fosforilado impide la asociacién con E2F; 4) degradacién por
caspasas en respuesta a estimulos apoptdticos 2. La sobreexpresion de Rb produce
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paro en fase G1 en ciclo celular lo que indica que actGa como inhibidor de prolife-
racion. Ademas de su papel en ciclo celular estd implicado en la regulacién de otros
procesos celulares como replicacién de ADN, diferenciacién y apoptosis (Fig 3).

GO (2N)
]

*p53
Expresion anormal de la proteina
Alteraciones en el gen

pl6 CDKADL &1 * Retinoblastoma (RB)
y + Falta de expresion de la proteina
Rba wrrerersns » RbP *pl6
y Falta de expresién de la proteina
- Alteraciones en el gen
G1 *APC
M ) S Alteraciones en el gen

Figura 3: Ciclo celular y alteraciones que afectan a genes supresores detectadas con mayor
frecuencia en cancer

P53

Es otro gen supresor de tumores muy importante ya que esta mutado en mas de
la mitad de los tumores humanos. Se considera como el guardian del genoma. Las
mutaciones de p53 en cada tipo de céncer son diferentes, pueden ser deleciones
totales o parciales o mutaciones puntuales. Las formas mutantes de p53 se sobreex-
presan en las células tumorales, pero son inactivas. La proteina p53 es un factor de
transcripcion que controla la expresion de genes cuyos productos median parada
del ciclo celular o induccién de apoptosis '* . Este gen se desarrolla con mas pro-
fundidad en el capitulo de Oncogenes y Genes Supresores.

APC

El analisis genético de las familias FAP (poliposis adenomatosa familiar) llevé
a la identificacion del gen APCy estudios posteriores demostraron su interaccion
con f-catenina, lo que sefala su implicacion en la via de sefalizacién de Wnt '°.
Es una proteina de 312 kDa de peso molecular que forma homodimeros y presenta
diversas funciones en procesos de migracion y adhesion celular, regulacién del
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ciclo celular y inestabilidad genémica. Su papel como gen supresor de tumores
reside en el hecho de que acttia como un regulador negativo de la via Wnt ya que
controla el nivel intracelular de B-catenina. El gen estd localizado en el cromo-
soma 5q y se encuentra mutado en el 85% de los canceres colorrectales humanos,
lo que indica su papel critico en la carcinogénesis. Ademas de su funcién princi-
pal, que consiste en formar complejos de degradacion de 3-catenina junto a axina
y el enzima serina-treonin quinasa GSK3f que hacen susceptible a -catenina a
la degradacion por proteosoma, APC es importante en la regulacion del transporte
de B-catenina del ndcleo al citoplasma para su destruccién. En ausencia de sefal
de la via Wnt las células regulan los niveles de S-catenina por la formacion de
dicho complejo que fosforila S-catenina preparandola para su ubiquitinacién y
degradacion (Figura 4).

Conductin l
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WNT
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Ubiquitinization
pB-Catenin
Proteosome v Nucleus
t Toorar—  DNA
Degradation TCF-Y-LEP Transcription

‘ ﬂ Cyclin D1 “ ‘ ﬂ c-myc¢ H

% / Cell Cycle triggering

Figura 4: Via de sefalizacion de WNT

Cuando existe un ligando Wnt que activa dicha via, ocurren una serie de eventos
intracelulares que finalmente desestabilizan el complejo [S-catenina/APC/
GSK3/axina, f-catenina no fosforilada se transloca al nicleo y actia como coacti-
vador de los factores de transcripcion de TCF/LEF (T-cell factor/limphoid enhancing
factor) favoreciendo la transcripcion de genes que regulan la proliferacion celular.
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Asi pues alteraciones en la via Wnt afectan a procesos de proliferacion y diferen-
ciacion celular y, por tanto, prueban su implicacion en los procesos de carcinogé-
nesis humana, sobre todo a nivel colorrectal . Hay mutaciones inactivantes
monoalélicas hereditarias de cardcter autosémico dominante en APC en pacientes
con FAP que poseen una predisposicion al desarrollo de adenomas en colon. Es un
tipico supresor de tumores, por tanto, los dos alelos deben estar afectados. La ma-
yoria de los casos descritos presentan un alelo con mutaciones, que dan lugar a
proteinas truncadas, y otro con pérdidas de heterogigosidad u otras mutaciones.

BRCA 1y 2

Aproximadamente el 10% de todos los casos de cancer de mama tienen un com-
ponente familiar. Numerosos estudios han conseguido identificar las bases molecula-
res de dicho aspecto con la clonacion de los dos genes BRCA 1 y 2
(breast-cancer-susceptibility genes), cuya delecion es responsable de mds de un 60%
de los casos familiares, y corresponde a un 5% de los todos los casos. Estos genes se
caracterizan por tener herencia autosémica dominante, alta penetrancia y baja fre-
cuencia. Mutaciones en BRCAT o 2 no estan solamente asociados con un aumento
del riesgo del cancer, sino que también incrementan la susceptibilidad a canceres de
ovario, prostata, pancreas, y mama en hombres. BRCA 1y BRCAZ2 tienen secuencias
muy diferentes. BRCAT es una proteina de 1863 residuos, con un extremo amino-ter-
minal implicado en interacciones proteina-proteina, un dominio C-terminal (BRCT)
que contiene 95 aminoacidos que se encuentran en proteinas implicadas en repara-
cion del ADN. Estudios cristalograficos de la estructura de esta proteina muestran que
las mutaciones asociadas con tumores en BRCAT afectarian a la estabilidad o confor-
macion del dominio BRCT o alterarian el dominio de dimerizacion. El gen BRCA2 de
3418 residuos tiene 8 repeticiones de 30-40 residuos (BRC) cuya funcién es la unién
de BRCA2 a la proteina RAD51 que es esencial para los procesos de reparacion del
ADN vy recombinacién genética 7. Ratones deficientes para cada una de ellas pre-
sentan una mayor sensibilidad a genotoxinas lo que indica su implicacién en las res-
puestas celulares al dano del ADN. A pesar de que no presentan ninguna similitud en
la secuencia hay muchas evidencias que demuestran que poseen funciones biolégicas
comunes, tales como la presencia del mismo patrén de expresion y la misma locali-
zacion celular. De hecho, los niveles de expresion de ambas son mas elevados durante
la fase S, durante la cual tiene lugar las funciones de reparacion del ADN. Su locali-
zacion y expresion la comparten con la proteina RAD51, proteina con la que inter-
accionan fisicamente formando complejos (Figura 5).
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Figura 5: Funciones de las proteinas BRCA1 y BRCA2

Mecanismos de reparacion del ADN y Cancer

Mecanismos de reparacion del ADN

El ADN gendémico de todos los organismos esta constantemente sometido a la
accion de agentes exégenos y enddgenos que provocan modificaciones en el
mismo. Ademas, algunas vias del metabolismo del ADN, como es el proceso de re-
plicacién, también provocan alteraciones en su estructura debido a la introduccion
de errores durante la sintesis de las nuevas cadenas. Por otro lado, resulta esencial
el mantenimiento de la integridad del genoma, con objeto de que éste se transmita
sin alteraciones entre las distintas generaciones. Por ello, las células superiores dis-
ponen de distintos sistemas de reparacion, cuya actuacion estd encaminada bdsi-
camente al mantenimiento de la integridad del ADN. Entre estos sistemas de
reparacion cabe citar los siguientes: mecanismos de reparacion por escision de bases
(Base Escision Repair o BER), mecanismos de reparacion por escision de nucleétidos
(Nucleotide Escision Repair o NER), mecanismos de reparacién de errores de repli-
cacion (MisMatch Repair System o MMR), y mecanismos de reparacién por recom-
binacion.
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Parece l6gico pensar que cualquier alteracion en las proteinas que intervienen en
el correcto funcionamiento de los sistemas de reparacién citados, tendria que conducir
a un incremento en la frecuencia de mutaciones en el ADN y, por tanto, estaria inti-
mamente relacionada con el cancer. Sin embargo, Gnicamente algunos genes codifi-
cantes de proteinas reparadoras del ADN se han encontrado mutados en el cancer.
Entre estos destacan aquellos que codifican para las proteinas del sistema MMR.

Sisterna MMR y Cdancer

El correcto funcionamiento del sistema de reparacién de errores de replicacion,
o de apareamientos incorrectos, es critico para el mantenimiento de la integridad
del genoma. Este sistema actia a través de proteinas que, en un primer paso, se en-
cargan de reconocer las distorsiones originadas en la estructura del ADN como con-
secuencia de la existencia de apareamientos incorrectos de bases. Seguidamente,
proceden a la eliminacién de la zona de ADN dafada y promueven la nueva sintesis
de la misma. Por tanto, las alteraciones que afectan a las proteinas del sistema MMR
(proteinas “Mut”) conducen a un acimulo de mutaciones en el ADN 8. Este hecho
ocasiona lo que ha dado en denominarse “Fenotipo Mutador” (Figura 6).

LA MUTACION DE LOS GENES
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FENOTIPO MUTADOR
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Figura 6: Mecanismo de reparacion de desapareamientos en el ADN

En humanos, las alteraciones en el sistema MMR se detectaron por primera vez
en 1993, en tumores de colon, endometrio, ovario y otros 6rganos relacionados con
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el Sindrome del Cancer de colon hereditario sin poliposis (Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer o HNPCC). El estudio de estos tumores reveld que sus células tienen
un elevado nimero de mutaciones y presentan, ademas, una gran inestabilidad en
los microsatélites o secuencias cortas repetidas que se localizan a lo largo de todo el
genoma. Si bien los microsatélites no son genes, sus alteraciones implican que los
genes en los que se encuentran estan sufriendo mutaciones. Sin embargo, se ha ob-
servado que la inestabilidad de microsatélites en células de canceres humanos se aso-
cia a alteraciones en ciertos genes codificantes para las proteinas que reparan los
errores ocurridos durante la replicacién del ADN. Son los genes MMR y se ha calcu-
lado que estos genes proporcionan al genoma humano un nivel de proteccién de 100
a 1000 veces frente a la aparicion de mutaciones durante la replicacion del ADN.
Ademas del ya mencionado sindrome HNPCC, el modelo tumorigénico del fenotipo
mutador se ha demostrado en otros tipos de canceres humanos, entre los que cabe
destacar el cancer de colon esporadico. Aproximadamente entre 12-15% de estos Ul-
timos cursan por la via carcinogénica del fenotipo mutador y también en estos la in-
estabilidad en microsatélites puede considerarse un indicador de alta tasa de mutacién
génica. Entre los genes del sistema MMR implicados, hasta la fecha, en el desarrollo
de tumores humanos a través de la via del fenotipo mutador cabe destacar a hMSH2,
hMLH1, hMSH6, hPMS1 y hPMS2. A pesar de que la posibilidad de que todos los
casos con fenotipo mutador sean consecuencia de mutaciones en los genes MMR no
estd confirmada, lo cierto es que la presencia de estas alteraciones incrementa la tasa
de mutaciones en todo el genoma y, serian responsables del desarrollo tumoral cuando
estas alteraciones afectan a secuencias directamente relacionadas con la proliferacion
celular. Por tanto, el proceso puede iniciarse con la mutacién de algiin gen MMR, lo
cual aumentaria enormemente la frecuencia de mutaciones en oncogenes y genes su-
presores de tumores, favoreciéndose la adquisicién del fenotipo canceroso. Si bien el
mecanismo molecular permanece hoy dia sin dilucidar completamente, lo cierto es
que estos tumores confieren una menor agresividad y los pacientes afectados presen-
tan un prondstico claramente mdas favorable

Apoptosis y Cancer

Apoptosis

El fenémeno de apoptosis implica la activacién de un programa de mecanismos
especificos que produce finalmente una destruccion regulada de la célula (muerte
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celular programada). Este proceso ocurre en condiciones fisioldgicas normales,
como el desarrollo, la embriogénesis, la metamorfosis, el recambio normal de los
tejidos, los mecanismos de defensa y el envejecimiento, si bien también esta pre-
sente en algunas patologias .

La muerte celular apoptética tiene lugar en dos fases: en la primera o fase de de-
terminacion, las células reaccionan ante un estimulo (o ante su ausencia) decidiendo
iniciar el proceso de muerte; la segunda o fase de ejecucién conlleva la activacion
de las caspasas y produce en la célula una serie de cambios bioquimicos y morfo-
l6gicos que la conducen a la muerte. Las células experimentan una pérdida de la
adhesion celular y de los contactos intercelulares, cambios en la superficie celular
con aparicién de protusiones que causan un aumento en la movilidad, una reduc-
cion del volumen celular, condensacién de la cromatina y ruptura del ADN, v fi-
nalmente, la fragmentacién de las células dando lugar a los “cuerpos apoptéticos”,
constituidos por trozos de citoplasma rodeados de membrana, que contienen orga-
nulos intactos y parte del nicleo, que son rapidamente fagocitados y digeridos por
macroéfagos y otras células vecinas. La técnica mas utilizada para el estudio de la
apoptosis es el andlisis bioquimico de las escaleras de ADN extranuclear. Durante
la apoptosis, el ADN se rompe por las regiones internucleosomales en fragmentos
de 180 pares de bases o multiplos, que pueden ser observados mediante electrofo-
resis del ADN.

Proteinas implicadas en apoptosis

La familia de las caspasas implicadas en apoptosis se pueden subdividir en dos
grupos: caspasas de iniciacion (caspasa-2, -8, -9 y -10), que se encargan de iniciar
la cascada de activacion de caspasas durante la apoptosis y poseen un prodominio
largo; y las caspasas ejecutoras de apoptosis (caspasa-3, -6 y -7) que se encargan
de llevar a cabo la destruccién de las células durante la apoptosis y poseen prodo-
minios cortos (o carecen de ellos) '2.

Ademas de las caspasas, existe otro grupo de proteinas implicado en la regula-
cion de la entrada de las células en apoptosis: la familia de Bcl-2 ™. Esta familia de
proteinas esta constituida por miembros que promueven la apoptosis (pro-apopto-
ticos), como Bax, Bak, Bid, Bad y Bim; y miembros que actian como represores
(anti-apoptéticos), como Bcl-2 y Bcl-XI. Todos ellos poseen dominios BH (dominios
de homologia a Bcl-2), si bien el niimero de estos dominios varia de unos miembros
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a otros. Los miembros anti-apopt6ticos tipicamente poseen 4 dominios BH (BH1-
BH4), mientras que los miembros pro-apoptéticos generalmente carecen del domi-
nio BH4. Durante la apoptosis, la membrana externa mitocondrial permite la
liberacién de ciertos componentes mitocondriales como el citocromo c. Las inves-
tigaciones parecen demostrar que tanto los miembros pro-apoptéticos como los
anti-apoptoticos de la familia Bcl-2 estan implicados en el control de la permeabi-
lidad de esta membrana mitocondrial.

El resultado de la activacion de las distintas vias que inducen apoptosis provoca
finalmente la proteolisis de sustratos de diversa naturaleza llevada a cabo por las
caspasas de ejecucion. Entre estos sustratos se encuentra la poli(ADP-ribosa) poli-
merasa, la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN, el com-
ponente de 70 kDa de la ribonucleoproteina pequefia U1; reguladores de la
progresion del ciclo celular, como la proteina retinoblastoma y las isoformas de la
proteina quinasa C; proteinas estructurales, como las laminas de la envoltura nu-
clear, o del citoesqueleto, como la actina, Gas2, fodrina. Asimismo, en los Gltimos
anos se ha descubierto que las caspasas ejercen su accién proteolitica sobre prote-
inas especificas que participan en la transduccién de sefales de supervivencia,
como son Raf-1 o AKT o la proteina fosfatasa PP2A. Recientemente, ha sido identi-
ficada una Dnasa que corta el ADN cromosémico mediante un mecanismo que pa-
rece ser dependiente de caspasas (CAD).

Vias de supervivencia

Ademas de las vias que inducen apoptosis, la célula dispone de mecanismos que
promueven la supervivencia celular, a través de las vias de supervivencia. El balance
entre ambos tipos de vias determinara el destino final que ha de tomar la célula.

La supervivencia celular en la mayoria de los tejidos depende del aporte continuo
de sefales por parte de las células vecinas y de la matriz extracelular. En este sentido,
la retirada de factores de crecimiento a células en cultivo produce la muerte por apop-
tosis. Sin embargo, el aporte de factores especificos (NGF, PDGF, IGFs) previene la
apoptosis en diversos sistemas celulares. Estos factores extracelulares pertenecen en
su mayoria a la familia de factores cuyos receptores presentan dominios citoplasma-
ticos con actividad tirosina-quinasa. La unién del factor a su receptor especifico pro-
duce la dimerizacién y autofosforilacién del receptor, al que pueden unirse proteinas
transductoras, asi como la estimulacion de la actividad tirosina-quinasa que fosforila
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numerosas proteinas diana, lo que conduce a cambios a nivel citopldsmico y, final-
mente, a cambios a nivel nuclear. Existen dos grandes rutas de senalizacién a partir
de estos receptores: la cascada Raf/MAPK y la cascada PI 3-quinasa/AKT/p70S6 qui-
nasa. Las quinasas activadas por mitégenos (MAPK) son serina/treonina-quinasas que
se activan por fosforilacion en residuos de treonina y tirosina. Estas MAPKs ejercen su
accion por fosforilacién de proteinas citosélicas y/o factores de transcripcién tras su
translocacién al nicleo. La ruta de las MAPKs se ha relacionado con los procesos de
proliferacién y diferenciacion celular, asi como en el proceso de apoptosis. Pero ade-
mas, recientemente, se ha implicado esta ruta en supervivencia celular por fosforila-
cién directa de Bad en un residuo de serina (Ser-112), que parece ser un requisito
necesario para la disociacién de Bad de Bcl-XI, permitiendo la proteccion de apoptosis
por Bcl-XL.

Por otro lado, la fosfatidil inositol (Pl) 3-quinasa, es un complejo heterodimé-
rico que posee actividad lipido-quinasa y actividad serina/treonina-quinasa. Esta
proteina es la cabeza de una cascada de transduccién de senales implicada en
numerosas respuestas bioldgicas a los receptores tirosina quinasas. Por debajo de
la Pl 3-quinasa la supervivencia celular parece depender de la Ser/Thr quinasa
AKT/PKB. Existen evidencias de que los efectos de AKT en la supervivencia celular
estan mediados por la fosforilacién directa de Bad en un residuo de serina (Ser-
136), creando una zona de unién para la proteina adaptadora 14-3-3. Cuando
Bad esta unida a 14-3-3 es incapaz de heterodimerizar e inhibir el efecto de su-
pervivencia de Bcl-2 o Bcl-XI. Sin embargo, dado que Bad solo se expresa en un
nimero limitado de tejidos y lineas celulares, no parece que la fosforilacion de
esta proteina sea la Unica via a través de la cual AKT ejerce su efecto antiapopté-
tico. Asimismo, existen evidencias de que AKT fosforila e inhibe la caspasa-9 hu-
mana y otros trabajos demuestran que AKT actuaria por encima de la caspasa-9
impidiendo la salida del citocromo c.

Apoptosis inducida por p53

El gen supresor de tumores p53 desempefia un papel relevante en la induccion
de las vias de apoptosis en respuesta a un dano en el ADN (radiaciones, ROS).

Cuando una célula con la proteina p53 normal presenta un dano limitado en el
ADN se produce la estabilizacion de la proteina, la cual induce la expresion de
genes que provocan la parada del ciclo celular en la fase G1 (p21/Cip 1/Waf 1) y
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de genes de reparacion del ADN dafado (Gadd 45). De este modo, la célula repara
la lesion y posteriormente inicia la progresion del ciclo. En caso de que el dafo en
el ADN sea excesivo se inducen altos niveles de p53 que, en lugar de parar el ciclo,
activan el mecanismo de apoptosis mediante la induccion de la expresion de genes
pro-apoptéticos (Bax) e inhibiendo la expresion del gen anti-apoptético Bcl-2, acon-
tecimientos que conllevan la activacion de la via mitocondrial inductora de apop-
tosis. Existen evidencias de que en algunos sistemas celulares, el aumento de los
niveles de p53, induce la expresién del receptor de muerte Fas/CD95, activando la
via mediada por estos receptores.

Sin embargo, una célula con la proteina p53 mutada, responde ante el dano del
ADN provocando la replicacién del mismo con la consiguiente transmision y acu-
mulacién de mutaciones que puede dar lugar a la pérdida del control de la prolife-
racién y a la aparicion de canceres.

Terapia del cdncer basada en la induccién de apoptosis

El aumento o disminucion del proceso apoptético se asocia a muchos procesos
patolégicos humanos, entre los que se encuentra el cancer. En ciertas patologias tu-
morales los mecanismos apoptéticos han sido suprimidos bien por inactivacién de
la proteina inductora p53 o por sobreexpresion del represor de apoptosis Bcl-2, o
por ambos acontecimientos. Un gran nimero de farmacos utilizados en el trata-
miento del cancer basan su accién terapéutica en la induccion de apoptosis. Sin
embargo, en ocasiones, las células tumorales adquieren resistencia al desencade-
namiento del proceso apoptético, lo que explica la falta de efectividad en el trata-
miento del cancer de ciertos agentes anticancerigenos °.

Entre las terapias que intentan inducir apoptosis en células tumorales se encuen-
tra la terapia basada en el uso de oligonucleétidos antisentido que reducen la ex-
presion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 y provocan un aumento de la
quimiosensibilidad de las células cancerosas. Los niveles de Bcl-2 se encuentran
sobreexpresados en casi un 50% de tumores humanos, incluidos tumores sélidos
de prostata, pulmén, renal y también en leucemias. Esta sobreexpresion, ademds
de contribuir a la malignizacion celular, dificulta su tratamiento causando resistencia
tanto a drogas anticancerigenas (cisplatino, etopdsido, metotrexato) como al trata-
miento radioterapico. Distintas terapias basadas en el uso de oligonucleétidos an-
tisentido Bcl-2 o de pequenas moléculas inhibidoras de Bcl-2, se encuentran en la
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actualidad en ensayos clinicos en fases | y Il. Asimismo, se estan examinando dis-
tintas estrategias terapéuticas basadas en una combinacion de oligonucleétidos an-
tisentido Bcl-2 y agentes quimioterdpicos como paclitaxel en carcinoma de pulmén
de célula pequefia, mitoxantrona en cancer de prostata metastasico resistente a hor-
monas, docetaxel en cancer de mama, irinotecan en cancer y arabinosido de cito-
sina (ARA-C) y fludaribina en leucemia aguda recurrente.

Otra de las dianas terapéuticas estd basada en la reactivacién de p53. Las células
tumorales que presentan una pérdida o inactivacién de la funcién de p53 aumentan
la probabilidad de transformacién maligna. Asi, se ha podido demostrar que ratones
delecionados homocigoticamente para p53 presentan una alta incidencia de des-
arrollo de tumores, al igual que ocurre en humanos con un alelo mutado. Asimismo,
la pérdida de p53 confiere resistencia a la induccién de apoptosis por tratamientos
anticancerigenos. Por tanto, la reactivacion de p53 en estos tumores provocaria la
eliminacion de las células tumorales por apoptosis mejorando la sensibilidad al tra-
tamiento. En este sentido se estan realizando ensayos de terapia génica basada en
la utilizacion de construcciones de p53 inducibles aunque lamentablemente por el
momento no ha podido demostrarse su efectividad.

Las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) sobreexpresadas en ciertos tipos de
cancer (linfoma, melanoma) se asocian también a resistencia a apoptosis ?'. Estudios
realizados con oligonucleétidos antisentido dirigidos contra la survivina, un miem-
bro de la familia de IAPs, pueden inducir apoptosis espontanea en células de cancer
de pulmén, melanoma maligno y otros tipos de células cancerosas.

Asimismo, los receptores de muerte constituyen una diana terapéutica en el tra-
tamiento del cancer. Las estrategias basadas en la activacion de estos receptores tie-
nen por objeto inducir apoptosis en las células cancerigenas a través de la activacion
de caspasas. Los resultados obtenidos hasta el momento con proteinas recombinan-
tes en modelos animales parecen bastante prometedores. La inyeccion de un TRAIL
recombinante (Apo-2L) en gliomas intracraneales provocé una completa elimina-
cion de la masa tumoral. Asimismo, en carcinoma de colon la combinacion de
TRAIL recombinante con agentes quimioterdpicos convencionales produjo la com-
pleta remision del tumor.
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Telomerasa y Cancer

Telomerasa y Teldmeros

La telomerasa es la enzima que utilizan la mayoria de los organismos eucariéti-
cos para el mantenimiento de sus telémeros. Mediante la incorporacién de secuen-
cias teloméricas en el extremo 3" de los cromosomas se equilibra la pérdida de
nucledtidos que tiene lugar con cada division celular, como consecuencia del pro-
blema de la replicacién terminal. Los teldbmeros son estructuras especializadas for-
madas por ADN vy proteinas que constituyen, por tanto, los extremos de los
cromosomas lineales eucaridticos. Son esenciales para el mantenimiento de la es-
tructura y funcién de los cromosomas y para la viabilidad celular. El ADN telomérico
consiste en repeticiones en tandem de secuencias nucleotidicas cortas ricas en re-
siduos de guanina en direccion 5°-3". Aunque todos los telémeros de un mismo ge-
noma presentan las mismas repeticiones, éstas varian entre las distintas especies, si
bien es notable la gran conservacién que existe en las secuencias teloméricas de
especies tan distantes en la evolucion como vertebrados, plantas y protozoos. En el
caso de los telémeros humanos la secuencia que se repite es TTAGGG. En asocia-
cién con el ADN telémerico, se sitdan distintas proteinas..

Los teldmeros no sélo actian como los extremos fisicos de los cromosomas
que impiden la pérdida de secuencias codificantes, sino que ademas desempenan
funciones esenciales para el mantenimiento de la funcién cromosémica. Asi, pro-
tegen a los cromosomas de procesos de degradacion, fusién y recombinacion que
amenazarian la integridad cromosémica, participan en la organizacion de la ar-
quitectura nuclear, desempenando un papel critico en la segregacion cromosé-
mica durante la mitosis y meiosis, e intervienen en funciones de regulacién de la
expresion génica, mediante el fenémeno conocido como TPE (Telomere Position
Effect).

Telomerasa: componentes y actividad

Desde su identificacion en Tetrahymena, la telomerasa ha sido estudiada y ca-
racterizada en diversos organismos eucariéticos, entre los que se incluyen ciliados,
levaduras, ratones y humanos. Hasta la fecha, todas las telomerasas conocidas son
ribonucleoproteinas ADN polimerasas que constan de un componente ARN y de
diversos componentes de naturaleza proteica, entre los que destaca la subunidad
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catalitica de la enzima. El componente ARN de la telomerasa humana, denominado
hTR, esta codificado por un gen de copia Unica localizado en 3¢26.3. Su transcrip-
cién por la ARN polimerasa Il y posterior procesamiento en el extremo 3’, produce
un transcrito maduro de 451 nucleétidos. La region molde para la transcripcion in-
versa, complementaria a la secuencia del ADN telomérico humano (TTAGGQ)n estd
préxima al extremo 5" y comprende 11 nucleétidos de secuencia 5’- CUAACC-
CUAAC - 3'. La subunidad catalitica de la telomerasa humana, hTERT, esta codifi-
cada por un gen de copia Unica de 40 kb localizado en 5p15.33 compuesto por 16
exones y que genera una proteina de 127 kDa con 1132 aminodcidos. En su ex-
tremo N- terminal presenta un dominio T especifico de la telomerasa, pues no se
encuentra presente en ningun otro tipo de proteinas. En el extremo C-terminal exis-
ten siete motivos responsables de la actividad catalitica, motivos RT, comunes a la
familia de las transcriptasas inversas (RTs) que incluyen ciertos residuos de aspartico
esenciales para la actividad retrotranscriptasa.

- Telomerase

Nucleotide

Figura 8: Composicion de la Telomerasa

La expresion de hTR se ha demostrado en numerosos tejidos, tanto normales
como neoplasicos, con independencia de la actividad telomerasa, por lo que no
parece ser el componente limitante de la actividad de la enzima. A diferencia del
componente ARN, la expresion de hTERT estd limitada a tejidos con actividad telo-
merasa. El gen que codifica para la proteina se expresa a niveles altos en tumores
primarios, lineas celulares inmortales y tejidos telomerasa-positivos, pero no en te-
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jidos sin actividad telomerasa 2. La expresion ectépica de hTERT en células telo-
merasa-negativas es suficiente para reconstituir la actividad telomerasa. Ademads, el
nivel de expresién del ARNm de hTERT se correlaciona con el nivel de la actividad
enzimatica del complejo telomerasa. Todos estos estudios apoyan el papel de hTERT
como factor limitante de la actividad telomerasa. Si bien la coexpresion de hTR y
hTERT es suficiente para reconstituir la actividad telomerasa in vitro. Sin embargo,
estudios bioquimicos y genéticos sugieren que in vivo son necesarios ciertos factores
adicionales a este ndcleo minimo, los cuales podrian estar implicados en la biogé-
nesis y ensamblaje de la enzima activa, asi como en la regulacion del acceso a su
sustrato, los telémeros.

Desde el descubrimiento del problema de la replicacién terminal y la implica-
cion de los telomeros y la telomerasa en el mismo, distintos estudios plantearon un
posible papel de los telémeros en el control de la senescencia celular, que llevaron
al planteamiento de la llamada hipotesis telomérica.

Células germinales

@ écer

- e e e ww . tumofes '
\ Lineas celulares inmortales
Células somaticas \

Células primarias @ l

Sindromes de envejecimiento
prematuro WRN, ATM, DKC envejecimiento

Longitud telomerica

Divisiones celulares/edad

Figura 9: Telomeros y division celular

Esta hipotesis propone que la pérdida telomérica progresiva es un factor limitante
en la capacidad replicativa celular y emite una senal que desencadena la entrada en
senescencia, de tal modo que los telémeros actGan a modo de reloj mitético que con-
trola el nimero de divisiones que una célula puede experimentar. Segtin el modelo
de la hipdtesis telomérica (Figura 8), en los tejidos germinales y en una minoria de
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los tejidos somaticos con alta tasa de proliferacion, la longitud de los telémeros se
mantiene a medida que las células se dividen debido a la presencia de la telomerasa.
Sin embargo, en la mayoria de tejidos somaticos, los telémeros sufren un acortamiento
progresivo, pues carecen de la enzima. Cuando los telémeros alcanzan una longitud
critica, las células entran en la fase de mortalidad 1 (M1), donde sufren una parada
prolongada del ciclo celular en G1 vy, al cabo de cierto tiempo, mueren. El estimulo
que induce la parada del crecimiento son las senales de lesion del ADN que se emiten
como respuesta a la pérdida telomérica. En estas condiciones, existen células capaces
de evadir la senescencia, por ejemplo, células transformadas con oncogenes virales
que tienen inactivadas las vias controladas por p53 y Rb. Estas células son capaces
de ignorar los avisos para detener su crecimiento y adquieren una ampliacién de su
capacidad replicativa en la que siguen acortando sus telémeros. Esta ampliacion es
limitada y finaliza en la fase de mortalidad 2 (M2) o crisis, en la cual la mayor parte
de las células han acumulado gran cantidad de alteraciones cromosémicas y sufren
apoptosis de manera masiva. Segun este modelo, la reactivacién de la actividad telo-
merasa, o de cualquier otro mecanismo capaz de mantener la longitud telomérica,
estabiliza el acortamiento de los telémeros, lo cual trae como resultado un escape de
M2 y la adquisicién de la inmortalidad celular 2.

Telémeros, Telomerasa y Cancer

Lo expuesto en los parrafos anteriores de este apartado, con respecto a la
conexién entre el mantenimiento de los telémeros y la regulacién de las funciones
replicativas celulares, implica que las alteraciones en la biologia telomérica juegan
un papel importante en la transformacion celular maligna. En apoyo de esta
hipétesis existen en la bibliografia distintos trabajos de investigacion en los que
se demuestra la reactivacion de la telomerasa en la mayoria de los tumores hu-
manos, y la ausencia de esta enzima en los tejidos normales 2. Los uGltimos estu-
dios indican que durante las etapas tempranas de la transformacién celular, la
longitud de los telémeros actuaria limitando la expansién celular; sin embargo,
en etapas mas avanzadas, coincidiendo con la reactivacion de la telomerasa la
oncogénesis se facilitaria. Por otro lado, ademas de la funcion de los telémeros
facilitando la inmortalizacion celular, estas secuencias determinan otro aspecto
critico en la transformacién maligna. El acortamiento de los telémeros conduce a
la senescencia celular, un proceso que se acompafa de fusiones cromosémicas e
incremento de la inestabilidad genémica. Por otro lado, este incremento de la in-
estabilidad genémica causado por el acortamiento telomérico y la pérdida de la
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funcién protectora de los telomeros, puede también conducir a la transformacion
maligna, en ciertas condiciones. De hecho existen suficientes evidencias que rela-
cionan el mantenimiento de las secuencias teloméricas, fundamentalmente por
reactivacion de la telomerasa, y el cancer.

Implicaciones clinicas de la telomerasa en céncer

La deteccion de la actividad telomerasa en células tumorales in vivo fue descrita
por primera vez en 1994, gracias al desarrollo de un método sencillo conocido
como TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol). Desde entonces, y gracias
a numerosas modificaciones del ensayo original, se ha procedido al andlisis de la
actividad telomerasa en los diferentes tipos de tumores humanos primarios, asi como
en tumores metastdsicos, lesiones premalignas, tumores benignos y muestras de te-
jidos normales adyacentes a los correspondientes tumores. Globalmente, alrededor
del 85% de los tumores analizados hasta la fecha presentan actividad de la enzima.
Los avances logrados en los uGltimos anos, en relacion con el entendimiento del
papel de los telémeros y de la telomerasa en la patofisiologia del cancer humano,
indican que las estrategias encaminadas al andlisis de la longitud telomérica y de la
actividad telomerasa pueden tener una gran utilidad en el establecimiento del di-
agnostico, prondstico y tratamiento de los procesos cancerosos humanos. En par-
ticular, la telomerasa se ha convertido, en los Gltimos anos, en una diana atractiva
para el diseno de compuestos Utiles en terapia anticancerosa *.

Utilidad de Ia telomerasa en el diagnéstico del cancer

La fuerte asociacion existente entre la actividad telomerasa y la malignidad ce-
lular ha ofrecido la posibilidad de utilizar la telomerasa como marcador en el diag-
nostico del cancer. El empleo de métodos de deteccion de la enzima de alta
sensibilidad y especificidad basados en el ensayo TRAP, asi como su andlisis a bajo
coste en una amplia variedad de muestras, desde biopsias hasta distintos tipos de
fluidos corporales que reducen la invasividad, ha potenciado la utilidad de la telo-
merasa como marcador diagnédstico en distintos tipos tumorales. Ademas, también
puede constituir una herramienta de gran valor en la deteccién precoz del cancer
o de las metastasis tempranas. Para ello, resulta de vital importancia conocer la ex-
presion diferencial de la telomerasa en los distintos tejidos del organismo. En el caso
de la deteccion precoz, es especialmente relevante conocer la expresion de la en-
zima durante los estadios benignos, tempranos y avanzados del tumor. Asi, por ejem-
plo, en el caso de la carcinogénesis colorrectal, uno de los modelos mejor
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caracterizados en lo que respecta a las alteraciones moleculares que tienen lugar
en cada etapa del proceso, se ha demostrado que la reactivacion de la telomerasa
parece ser un evento obligado en la transicion de adenoma a carcinoma. Es mas, se
ha llegado a postular que dicha reactivacion tiene lugar después de la mutacion en
K-ras pero antes de que se produzcan mutaciones en p53. Asimismo, en el desarrollo
de carcinomas de tiroides, se ha visto que los estadios benignos y menos avanzados
presentan niveles bajos o indetectables de actividad telomerasa 2°.

Papel de la telomerasa como marcador pronéstico en cancer

La utilidad de la telomerasa como marcador prondstico en cancer se basa en es-
tudios llevados a cabo en distintos tipos celulares, a partir de los cuales se ha pos-
tulado que la presencia o no de actividad telomerasa determina, respectivamente,
la infinita o finita capacidad proliferativa de las células que integran los distintos tu-
mores. En base a estos analisis, se ha propuesto que los tumores pueden ser dividi-
dos en dos grupos: aquellos que contienen células inmortales y aquellos que, por
el contrario, carecen de ellas. La correlaciéon entre telomerasa y prondstico clinico
se ha puesto de manifiesto en determinados tipos de cancer. Asi, en cancer de pul-
mon, analizando una amplia poblacién de carcinomas no microciticos (CNMP) y
de carcinomas microciticos (CMP), se observé que los tumores pertenecientes al
primer grupo presentaban actividades que oscilaban entre niveles practicamente in-
existentes hasta niveles altos. Sin embargo, en todos los carcinomas microciticos de
pulmén analizados, se observaron niveles muy altos de actividad de la enzima.
Asimismo, la actividad telomerasa se ha correlacionado con mal pronéstico en
cancer géstrico, en cancer de mama, o en cancer colorrectal. Por otro lado, en
leucemias agudas, una elevada actividad telomerasa se asocia con un desenlace
clinico adverso y, ademas, se ha observado que la actividad enzimatica decrece du-
rante la fase de remision de la enfermedad.

Todos estos datos demuestran que la deteccion de la actividad telomerasa puede
constituir un marcador molecular (til, tanto para predecir el desenlace del cancer,
como a la hora de aportar nuevos datos acerca del tratamiento mas adecuado, en
cada caso. Asi pues, un pronéstico basado en la deteccién de la telomerasa puede
ser de gran ayuda en el caso de tumores que experimentan recurrencias, ya que en
estos casos se podria establecer una terapia adyuvante mas agresiva. El papel de la
telomerasa como marcador prondstico podrd ser, por tanto, mas relevante en aque-
llos tipos de neoplasias para las que existen tratamientos definidos en base al grado
de agresividad del tumor.
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La telomerasa como marcador de progresion tumoral

Aparte de su posible utilidad en lo que a diagnéstico y prondstico se refiere, el
estudio de la actividad telomerasa puede utilizarse como marcador de progresién
tumoral. Asi, la deteccion de dicha actividad puede ser dtil en la monitorizacién de
la efectividad de las terapias antineopldsicas clésicas, puesto que el nivel de activi-
dad de la enzima podria emplearse para determinar el nimero de células inmortales
presentes en un paciente sometido a tratamiento. Estas determinaciones permitirian
reducir, por ejemplo, en el caso de transplantes autélogos de médula 6sea, el na-
mero de recurrencias debidas a la presencia de células cancerosas no detectadas
previamente .

Inhibicion de la telomerasa y su utilidad en la terapia antitumoral

La presencia de la telomerasa en un alto porcentaje de tumores humanos y su
ausencia en la gran mayoria de células normales, indican que la inhibicién de la
enzima podria constituir una alternativa a las estrategias actuales contra el cancer.
Los inhibidores de la telomerasa producirian un acortamiento telomérico progresivo
que conduciria finalmente al estado de senescencia y, por ello, a una eventual des-
truccién de las células tumorales. Puesto que las células continuarian proliferando
hasta que sus telémeros alcanzaran una longitud critica, estas terapias anti-telome-
rasa serian especialmente (Gtiles como tratamiento adyuvante de las terapias actuales,
a fin de evitar recidivas debidas a la presencia de células tumorales que no hayan
sido eliminadas por completo con los tratamientos convencionales. Con respecto a
los posibles efectos adversos, se piensa que la importancia de los mismos seria in-
ferior a las terapias actuales.

Hasta la fecha se han desarrollado distintas clases de agentes inhibidores
de la telomerasa, entre los que se encuentran oligonucleétidos antisentido contra
el componente ARN, mutantes dominantes negativos de la subunidad catalitica, asi
como moléculas de pequeio tamafno con alta especificidad por la enzima, si bien
ninguno de ellos se utiliza aln en clinica .

Otras lineas de investigacion estan dirigidas a la obtencion de vacunas contra la
telomerasa. Se trataria de estimular el sistema inmune para que reconociera las cé-
lulas telomerasa positiva y las eliminara. Estas vacunas, en principio, no afectarian
a las células normales de tejidos de alto recambio, dado que éstas presentan niveles
bajos de actividad de la enzima. Por el contrario, las células tumorales son capaces
de expresar con frecuencia componentes de la telomerasa unidos a moléculas del
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sistema principal de histocompatibilidad, con lo que serian reconocidas como dia-
nas de destruccion.
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Introducciéon

“En el momento actual, la relevancia de la susceptibilidad genética a las formas mas
comunes de cancer permanece oscura”. Con esta frase expresaban Doll y Peto en
su revision de las causas del cancer en 1981, su opinién sobre la evidencia de que
el cancer pudiera ser, en la mayoria de los casos, una enfermedad hereditaria . A
pesar del enorme progreso en este campo habido en las dos décadas transcurridas
desde que se publicé esta excelente revision, todavia persiste gran parte de verdad
en esta cita, al encontrarse el clinico en muchas ocasiones con dudas sobre si pa-
cientes con agregacion familiar de casos de cancer pueden ser diagnosticados con
un sindrome de cancer hereditario.

Con el objetivo de ayudar a los profesionales a formular un diagnéstico consen-
suado, pero también para aportar una base simple, clara y objetiva, que resulta im-
prescindible para asegurar que distintos cientificos utilizan la misma definicion
cuando publican datos sobre un sindrome de cancer hereditario, se aportan a con-
tinuacion los criterios diagndsticos de los principales sindromes de cancer heredi-
tario.

o



Criterios diagnésticos en los sindromes de céncer hereditario

Como se podra observar, los criterios aportados en este capitulo son heterogéneos
en su modo de enunciacién, siendo esta variedad reflejo de los distintos modos de
trabajo usados por el espectro multidisciplinar de las diferentes sociedades enuncia-
doras (oncélogos, genetistas clinicos, hematdlogos, inmundlogos...), pero todos ellos
mantienen su valor esencial como herramienta de trabajo y ayuda al diagndstico.

En la definicion de un sindrome de céncer hereditario no hay que olvidar las
nuevas perspectivas que nos brindan las dltimas identificaciones de la base mole-
cular de un buen ndimero de neoplasias hereditarias (TP53, hMLH1, BRCAT...) El
conocimiento del defecto genético subyacente clarifica, por un lado, los hallazgos
clinicos que se asocian con las alteraciones de determinados genes. Por otro, per-
mite demostrar el espectro de manifestaciones clinicas asociado a cada sindrome,
y ademas, muestra la heterogeneidad genética existente en muchas de estas enfer-
medades. Estas aportaciones han permitido enunciar nuevos criterios diagndsticos
y reevaluar los antiguos, que se citan en determinados apartados sobre patologias
revisadas en este capitulo.

En algunos de estos criterios figuran referencias a la historia familiar y al tipo de
herencia observado del andlisis del pedigri. Sin embargo, al contemplar estos criterios,
no conviene ignorar la presencia de otros factores que modifican la herencia mende-
liana como son, historia familiar parcialmente desconocida, penetrancia, expresividad
variable, manifestaciones en heterocigotos de patologias recesivas, mutaciones de
novo..., que pueden variar la exigencia en el cumplimiento de este tipo de criterios.

En los criterios de tipo resultado de exploraciones complementarias (analiticos
radioldgicos, etc) y en los que incluyen terminologia referente a rasgos dismorficos,
se hace imprescindible contar con rangos y definiciones de normalidad que, en oca-
siones s6lo pueden ser aportados por el especialista adecuado, a quien se debe con-
sultar sobre ese determinado criterio.

De igual manera, es necesario tener en cuenta que estos criterios, como herra-
mienta clinica, incluirdn pacientes en los que, en ocasiones, no serd posible encon-
trar la alteracién genética responsable asociada con el sindrome clinico. Tampoco
todos los pacientes con mutaciones en un gen especifico cumpliran siempre los cri-
terios diagnosticos para el sindrome asociado, demostrando que, salvo excepciones,
la relacion entre el sindrome clinico (normalmente identificado con prioridad) y la
base molecular no es ni mucho menos univoca para estas enfermedades.
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Finalmente, la seguridad diagnéstica no depende s6lo del cumplimiento de re-
glas enunciadas por grupos de expertos, sino del conocimiento extenso del sindrome
cuyas descripciones pueden ser consultadas en los distintos capitulos de este texto

A continuacion se enumera el orden, predominantemente alfabético, en el cual
se encontraran los criterios que hacen referencia a cada uno de los sindromes de
cancer hereditario tratados en este capitulo:

1—

10—
11—
12—

13—
14—

15—

16—

Anemia de Fanconi.
Ataxia-Teleangiectasia.
Beckwith-Wiedeman,
Sindrome de.
Birt-Hogg-Dubé, Sindrome de.
Bloom, Sindrome de.

Colon Hereditario no Asociado a
Poliposis, Cancer de.
Cowden, Sindrome de.
Esclerosis Tuberosa.
Feocromocitoma /
Paraganglioma Familiar.
Gastrico, Cancer.

Gorlin, Sindrome de.
Leiomiomatosis Hereditaria y
Carcinoma Renal.
Li-Fraumeni, Sindrome de.
Mama y Ovario Hereditario,
Cancer de.

Medular de Tiroides Familiar,
Carcinoma.

Melanoma Familiar.

17—

18—

19—

20—
21—
22—
23—
24—
25—
26—
27—

28—

29—
30-

31-
32—
33—
34—

Neoplasia Endocrina Mdltiple
Tipo 1.

Neoplasia Endocrina Mdltiple
Tipo 2A.

Neoplasia Endocrina Mdltiple
Tipo 2B.

Neurofibromatosis 1.
Neurofibromatosis 2.
Nijmegen, Sindrome de.
Pancreas Hereditario, Cancer de.
Peutz-Jeghers, Sindrome de.
Poliposis Adenomatosa.
Préstata Hereditario, Cancer de.
Renal Papilar Hereditario,
Carcinoma.
Simpson-Golabi-Behmel,
Sindrome de.

Sotos, Sindrome de.

Von Hippel Lindau,
Enfermedad de.

Werner, Sindrome de.

Wilms Familiar, Tumor de.
Wiskott-Aldrich, Sindrome de.
Xeroderma Pigmentoso.
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‘ Criterios diagnésticos en los sindromes de céncer hereditario

1 Anemia de Fanconi %

Criterios del National Institute of Health (NIH)

¢ Alteraciones presentes desde el periodo neonatal (75%):

1.
2.
3.

© N ok

Anomalias 6seas (aplasia o hipoplasia del radio, anomalias de los pulgares).
Retraso de crecimiento.

Alteraciones de la pigmentacion cutanea (manchas café con leche, hiperpig-
mentacion generalizada del tronco, cuello y pliegues).

Microcefalia.

Anomalias oculares.

Defectos estructurales renales.

Anomalias en las orejas e hipoacusia de conduccion.

Hipogenitalismo.

La presencia de alguna de estas anormalidades obliga a realizar las pruebas de
laboratorio diagndsticas

e Alteraciones de aparicion tardia

1.
2.

Aplasia medular grave (>80%), diagnosticada en la infancia o juventud.
Leucemia (10%) y sindromes mielodispldsicos (6%) en la infancia o adoles-
cencia.

. Tumores solidos (30%): adenoma hepatico, carcinoma hepatocelular, carci-

noma de es6fago, carcinoma de vulva, carcinoma oral.

Los tumores secundarios son un problema creciente al aumentar la superviven-

cia tras el diagnostico de anemia aplasica.

e Diagndstico de laboratorio

1. Sospecha: Volumen corpuscular medio eritrocitario aumentado.
2. Confirmacion:

—

- Tasa de roturas cromosémicas aumentada en células del paciente culti-

vadas en presencia de diepoxibutano o mitomicina C.

- Parada del ciclo celular en fase G2/M en células cultivadas en presencia

de bajas concentraciones de clastégenos.
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2 Ataxia-Teleangiectasia 2’

Criterios NIH

A- Criterios clinicos:

1.
2.
3.

Ataxia cerebelosa progresiva de aparicion precoz.

Teleangiectasias oculocuténeas.

Inmunodeficiencia con niveles bajos de IgA, IgG e IgE, con graves infecciones
respiratorias recurrentes.

. Aumento de la incidencia de neoplasias, predominantemente linfomas, y en

menor grado tumores sélidos p.e. cancer de mama.

Existen tres formas de ataxia-teleangiectasia (en las que la inestabilidad cromo-
sémica e hipersensibilidad a las radiaciones ionizantes son constantes):

a. Ataxia teleangiectasia pura: pacientes con casi todos o todos los criterios.

b. Ataxia teleangiectasia atenuada: presencia de alguno de los sintomas.

c. Portadores heterocigotos de ataxia teleangiectasia: inicamente presentan
aumento del riesgo de neoplasias.

A- Métodos diagnésticos:

1.
2.
3.

Inestabilidad cromosémica.
Hipersensibilidad a las radiaciones ionizantes.
Niveles séricos de alfa-fetoproteina elevados.

El diagnéstico se establece por el fenotipo clinico, caracteristicas cromosémicas

tras irradiacion o deteccion de la mutacion germinal

3 Sindrome de Beckwith-Wiedeman 28

Criterios Mayores

U1 A W N =

Historia familiar positiva.

Macrosomia (>percentil 97).

Surcos lineales anteriores en el I6bulo de la oreja o fositas posteriores en el hélix.
Macroglosia.

Onfalocele/ hernia umbilical.
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8.
9.

. Visceromegalia de mas de un 6rgano intraabdominal (higado, bazo, rifiones,

glandula adrenal y pancreas).

. Tumores embrionarios (Wilms, hepatoblastoma, neuroblastoma, rabdomio-

sarcoma) en la infancia.
Hemihiperplasia.
Citomegalia adrenocortical.

10.Anomalias renales, incluyendo anomalias estructurales, nefromegalia y ne-

frocalcinosis.

11.Paladar hendido.

Criterios Menores

9.

O N RN =

Polihidramnios.

Prematuridad.

Hipoglucemia neonatal.

Nevus flammeus facial.

Hemangioma.

Rasgos faciales incluyendo hipolasia mediofacial y surcos.
Cardiomegalia.

Diastasis de rectos.

Edad 6sea avanzada.

10.Gemelaridad monocigotica.

Deben cumplirse al menos 2 criterios mayores + 1 menor

4. Sindrome de Birt-Hogg-Dubé - %

3.

. Al menos 10 lesiones cutdneas (fibrofoliculomas, tricodiscomas y acrocor-

dones) una de ellas fibrofoliculoma histolégicamente confirmado.

. Tumores renales miltiples y bilaterales, principalmente oncocitomas o car-

cinomas cromofobos.
Neumotdrax espontaneo familiar.

Criterio 1 de confirmacién. Criterios 2 y 3 de sospecha

—
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5. Sindrome de Bloom 9!

Criterios del Registro de sindrome de Bloom

A- Manifestaciones clinicas presentes en >50% de los pacientes:
1. Retraso de crecimiento pre y postnatal.
2. Predisposicién a neoplasias:

- Tumores no epiteliales (dos primeras décadas de vida) (Leucemias agudas,
linfomas y con menor frecuencia meduloblastoma, tumor de Wilms, os-
teosarcoma)

- Carcinomas (a partir de la segunda década)

3. Dolicocefalia con facies “de pajaro” (facies delgada, nariz prominente e hi-
poplasia malar y mandibular).

4. Eritema facial teleangiectasico fotosensible.

5. Areas parcheadas de hiper e hipopigmentacién cutdnea (manchas café con
leche).

6. Inmunodeficiencia moderada a grave manifestada por infecciones respirato-
rias y gastrointestinales recurrentes.

B- Manifestaciones clinicas presentes en <50% de los pacientes:
1. Voz aguda (“voz de ratéon Mickey”).
2. Diabetes Mellitus tras la adolescencia.
3. Hipoplasia gonadal.
4. Estenosis de la uretra.

C- Métodos diagnésticos
1. Estudio citogenético de linfocitos del paciente con niveles de intercambio de
crométidas hermanas superiores al menos en 10 veces a los de células nor-

males.

Es el dnico criterio diagnéstico objetivo

6. Cancer de Colon Hereditario no Asociado a Poliposis

Criterios de Amsterdam *
1. Al menos tres parientes con cancer colorrectal.
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2. Un familiar debe ser pariente en primer grado de los otros dos.

3. Al menos dos generaciones sucesivas deberan verse afectadas.

4. Al menos uno de los parientes con cancer debe ser diagnosticado antes de
los 50 afos de edad.

5. Debera excluirse la poliposis adenomatosa familiar.

Deben cumplirse todos los criterios para el diagnostico
Criterios de Amsterdam 11 ¢!

1. Al menos tres familiares con cancer asociado a HNPCC (cancer colorrectal,
de endometrio, de estomago, de ovario, de uréter/pelvis renal, de cerebro,
del intestino delgado, del conducto hepatobiliar y cutdneo -tumores seba-
ceos-) confirmados mediante estudio histopatolégico:

2. Un familiar debe ser pariente en primer grado de los otros dos.

3. Al menos dos generaciones sucesivas deberan verse afectadas.

4. Al menos uno de los canceres asociados con el HNPCC debe ser diagnosti-
cado antes de los 50 anos.

5. La poliposis adenomatosa familiar deberd ser excluida.

Deben cumplirse todos los criterios para el diagnostico
Ciiterios de Bethesda #°

1. Cancer colorrectal diagnosticado menor de 50 afos de edad.

2. Presencia de tumores colorrectales sincrénicos, metacrénicos, u otros tumo-
res asociados a HNPCC*, independientemente de la edad.

3. Cancer colorrectal con una histologia MSI-H# diagnosticado en pacientes <
60 anos

4. Al menos un pariente de primer grado con cancer colorrectal o un tumor aso-
ciado con HNPCC* y diagnosticados antes de los 50 afios.

5. Al menos dos parientes de primer o de segundo grado con cancer colorrectal
o un tumor asociado con HNPCC* diagnosticado a cualquier edad.

Si se cumple al menos 1 debe realizarse estudio de inestabilidad o inmunobhis-
toquimica
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Los tumores asociados con el cdncer colorrectal hereditario no-polipésico (CCHNP) incluyen
los tumores de cdncer colorrectal, de endometrio, de estomago, de ovario, de pancreas, de
uréter o pelvis renal, del conducto biliar y de cerebro (normalmente glioblastoma, tal y como
se ha visto en el sindrome de Turcot), adenomas de glandula sebdcea y queratoacantomas en el
sindrome de Muir-Torre, y carcinoma del intestino delgado.

#  Presencia de infiltrado linfocitario en el tumor, reaccion linfocitica como en la enfermedad de
Crohn, diferenciacion de células en anillo de sello/mucinoso, o patron de crecimiento medular

7. Sindrome de Cowden

International Cowden Consortium operational criteria 8

Rasgos patognoménicos:

1. Tricolemoma facial.
Queratosis acral.
Papulas papilomatosas.
Lesiones mucosas.

T A W N

Enfermedad de Lhermitte-Duclos adulta, definida por la presencia de gan-
gliocitoma cerebelar displasico 2.

Criterios Mayores:
1. Cancer de mama.
2. Carcinoma no medular de tiroides.
3. Macrocefalia.
4. Cancer endometrial.

Criterios Menores:
1. Otras lesiones tiroideas (adenoma, bocio multinodular).
Retraso mental (Cl <75).
Hamartomas gastrointestinales.
Mastopatia fibroquistica.
Lipomas.
Fibromas.

Nk W

Tumores genito-urinarios.

Deben cumplirse: lesiones cutaneas patognomonicas solas (si 6 o mas papulas
faciales, al menos tres de las cuales deben ser tricolemomas, o paulas faciales y
papilomatosis mucosa oral, o papilomatosis oral y queratosis acral, 6 6 6 mas

o7
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queratosis palmoplantares), 6 2 6 mas criterios mayores, 6 1 criterio mayor y
tres menores, 6 4 criterios menores.

8. Esclerosis Tuberosa

Criterios NIH 7 y revisados '°

Criterios Mayores
1. Angiofibromas faciales o placas frontales.
Fibroma periungueal no traumatico.
Mas de 3 mdculas hipomelanicas.
Nevus conectivos.
Hamartomas retinianos mdltiples.
Tuber cortical.
Nédulo subependimal.

© N AW

Astrocitoma sebependimal de células gigantes.
9. Rabdomioma cardiaco Gnico o multiple.
10.Linfangiomiomatosis.

11.Angiomiolipoma renal.

Criterios Menores
1. Fosas del esmalte dental mdltiples y dispersas.
Polipos hamartomatosos rectales.
Quistes 6seos.
Lineas de migracién en la sustancia blanca cerebral.
Fibromas gingivales.
Hamartomas no renales.
Parchado retinal acromatico.
Lesiones cutdneas en “confeti”.

© PN R WD

Quistes renales multiples.
Diagnostico definitivo: 2 criterios mayores 6 1 mayor + 2 menores.

Diagnostico probale: 1 criterio mayor + 1 criterio menor.
Diagnostico posible: 1 criterios mayor 6 mas de 1 criterio menor.

o
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9. Feocromocitoma / Paraganglioma Familiar 32 33

1. Feocromocitoma bilateral.
2. Mds de un caso en una familia.
3. El cancer medular de tiroides debe estar excluido.

Deben cumplirse todos

10. Cancer gastrico

Cancer Gastrico difuso hereditario IGCLC*) 13
1. Dos 0 més casos de cancer gastrico difuso documentados en familiares de 1°
0 2° grado con al menos 1 de ellos diagnosticado antes de los 50 afos.
2. Tres o mas casos de cancer géstrico difuso documentado en familiares de 1°
0 2° grado, independientemente de la edad.

Deben cumplirse al menos 1

Cancer Gastrico difuso hereditario (Criterio TA) 24
1. Al'menos un caso de cancer gastrico difuso diagnosticado antes de los 50 afios.

Deben cumplirse al menos 1

Cancer Gastrico intestinal familiar IGCLC*) '3
En poblaciones de alta incidencia:
1. Al menos tres familiares con cancer gastrico intestinal, siendo uno de ellos
familiar de 1° grado de los otros dos.
2. Al menos dos generaciones sucesivas afectadas.
3. Al menos uno de ellos diagnosticado antes de los 50 anos.

Deben cumplirse todos los criterios para el diagnostico
En poblaciones de baja incidencia:

1. Al menos dos familiares de 1° 0 2° grado con cancer gastrico intestinal, siendo
al menos 1 de ellos diagnosticado antes de los 50 afios.
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2. Tres o mas familiares de 1° o 2° grado con cancer géstrico intestinal, inde-
pendientemente de la edad.

Deben cumplirse al menos 1

* IGCLC= International Gastric Cancer Linkage Consortium

11. Sindrome de Gorlin -5 (Sindrome de Carcinoma Basocelular
Nevoide, Nbcc)

Criterios Mayores

Mas de dos carcinomas basocelulares o uno en menor de 20 afos.
Queratoquistes de los maxilares demostrados con estudio histopatolégico.
Tres o mas fositas palmares o plantares.

Calcificacién bilaminar de la hoz del cerebro.

Costillas bifidas, fusionadas o marcadamente expandidas.

Pariente de primer grado con Sindrome de Gorlin.

S U1 AW N =

Criterios Menores

1. Macrocefalia determinada después de ajustar para la edad.

2. Malformaciones congénitas: fisura labial o palatina, prominencia frontal, fa-
cies ancha, hipertelorismo moderado a severo.

3. Otras alteraciones esqueléticas: deformacién de Sprengel, marcada deforma-
cién pectoral, marcada sindactilia de los dedos.

4. Anormalidades radiograficas: puente en silla turca, anomalias vertebrales tales
como hemivertebras, fusién o elongacion de los cuerpos vertebrales, defectos
en manos y pies, o radiolucides de forma de Ilamas en las manos o pies.

5. Fibroma de ovario.

6. Meduloblastoma.

Deben cumplirse dos criterios mayores o uno mayor y dos menores
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12. Leiomiomatosis Hereditaria y Carcinoma Renal 3¢ 37

1. Mds de 10 lesiones cutaneas compatibles con leiomiomas (al menos uno de
ellos verificado histolégicamente).

2. Leiomiomas uterinos.

3. Carcinoma papilar renal (histologicamente tipo II)

Criterio 1 de confirmacion. Criterios 2 y 3 de sospecha

13. Sindrome de Li-Fraumeni

Sindrome de Li-Fraumeni cldsico °
1. Un probandus con un sarcoma diagnosticado antes de los 45 afos.
2. Un familiar de primer grado con cualquier cancer antes de los 45 afios.
3. Un familiar de primer o segundo grado con cancer antes de los 45 afios o
sarcoma a cualquier edad.

Deben cumplirse todos los criterios para el diagnéstico

Sindrome de Li-Fraumeni-Like '8
1. Un probandus con cualquier cancer infantil o un sarcoma, tumor cerebral o
tumor adrenocortical diagnosticado antes de los 45 anos
2. Un familiar de primer o segundo grado con cualquier cancer “tipico de Li-
Fraumeni” a cualquier edad.
3. Un familiar de primer o segundo grado con cualquier cancer antes de los 60
afos de edad.

Deben cumplirse todos los criterios para el diagnéstico

14, Cdancer de mama y ovario hereditario

Grupo de trabajo Cancer hereditario SEOM 3

1. Un caso de cancer de mama menor o igual a 40 afios.
2. Diagnéstico de cancer de mama y ovario mismo individuo.
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3. Dos 0 mas casos de cancer de mama, uno de los cuales es menor de 50 anos
o bilateral.

4. Un caso de cancer de mama menor o igual a 50 anos o bilateral y un caso
de cancer de ovario en familiar 1° o 2° grado.

5. Tres casos de cancer de mama y ovario (al menos un caso de ovario) en fa-
miliares de 1° o0 2° grado.

6. Dos casos de cancer de ovario en familiares de 1°y 2° grado.

7. Un caso de cancer de mama en el varén y familiar de 1° o 2° grado con cén-
cer de mama u ovario.

Deben cumplirse al menos 1
“Cancer Family Study Group” de Gran Bretana (UKCFSG) ¢ 22
1. Riesgo de cancer de mama >3 veces el esperado en la poblaciéon general.
2. Riesgo de presencia de mutacién en BRCA1/2 > 25%, que clinicamente se
corresponde con familias con 3 0 més casos de cancer de mama y/o ovario,

uno diagnosticado antes de los 50, siendo uno de ellos familiar de I° grado
de los otros dos.

15. Carcinoma Medular de Tiroides Familiar 38

1. Mas de 10 miembros afectos de cancer medular de tiroides y que se hayan
descartado otros tumores de MEN2.

16. Melanoma Familiar

Melanoma Genetics Consortium 10

1. Dos 6 mas familiares en 1° grado con melanoma invasivo.
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17. Neoplasia Endocrina Mltiple Tipo 1 %

Caso

1. Presencia de 2 de los 3 tumores endocrinos relacionados con MEN1 (adenomas
paratiroideos, tumores endocrinos enteropancreéticos y tumores pituitarios).

Familia

1. Al'menos un caso MENT mas 1 familiar de 1° grado con uno de esos 3 tumores.

18. Neoplasia Endocrina Multiple Tipo 2A 3

1. Carcinoma medular de tiroides.
2.- Feocromocitoma uni o bilateral.
3.- Tumores paratiroideos.

Deben cumplirse todos

19. Neoplasia Endocrina Multiple Tipo 2B %8

Carcinoma medular de tiroides.
Feocromocitoma.
Hébito marfanoide.

DW=

Ganglioneuromatosis mucosa e intestinal.

20. Neurofibromatosis 1

Criterios NIH @)

1. Seis 0 mds manchas café con leche mayores de 5 mm en su didmetro maximo
en ninos preplberes y mayores de 15 mm en postpuberes.

2. Dos o mas neurofibromas de cualquier tipo o un neurofibroma plexiforme.

3. Presencia de pecas axilares o inguinales.

15
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1

Glioma 6ptico.

Dos 0 mas hamartomas del iris (nddulos de Lisch).

Una lesion 6sea distintiva (displasia del esfenoides o adelgazamiento de la
cortical de huesos largos con o sin pseudoartrosis).

Un familiar de 1° grado con neurofibromatosis diagnosticada

Deben cumplirse al menos 2

21. Neurofibromatosis 2

Criterios NIH modificados ¢ ©

1.
2.

3.-

4.

Schwannomas vestibulares bilaterales.

Un familiar de 1° grado con NF2 y: o un schwannoma vestibular unilateral,
o dos de los siguientes tumores: meningioma, schwannoma, glioma, neuro-
fibroma, cataratas.

Un Schwannoma vestibular unilateral y: dos de los siguientes tumores: me-
ningioma, schwannoma, glioma, neurofibroma, cataratas.

Meningiomas multiples y: o un schwannoma vestibular unilateral, o dos de
los siguientes tumores: meningioma, schwannoma, glioma, neurofibroma,
cataratas.

Deben cumplirse al menos uno

22. Sindrome de Nijmegen *

A- Manifestaciones clinicas presentes en >50% de los pacientes:

1.

Microcefalia (perimetro cefédlico por debajo del tercer percentil) presente
desde el nacimiento con inteligencia normal.

Facies caracteristica (macizo facial prominente con nariz larga y orejas grandes).
Retraso del crecimiento.

. Defectos de la maduracién sexual en nifias (hipogonadismo hipergonadotré-

pico).

Inmunodeficiencia celular y humoral con infecciones sinopulmonares recur-
rentes y bronquiectasias. Son frecuentes también las infecciones urinarias,
gastrointestinales y la otitis media.
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6. Intensa predisposicion a neoplasias, particularmente leucemias linfoblasticas
y linfomas. Son frecuentes también el meduloblastoma y el rabdomiosarcoma
perianal.

B- Manifestaciones clinicas presentes en <50% de los pacientes:

1. Defectos en la pigmentacién cutanea (manchas café con leche y areas de vi-
tiligo).

2. Pelo de la cabeza fino en la primera infancia. Encanecimiento en la adoles-
cencia.

3. Anormalidades leves en las extremidades (p.e. clinodactilia del 5° dedo).
Malformaciones del sistema nervioso central (I6bulos frontales pequefos y
cuernos frontales de los ventriculos lateralas estrechos).

5. Defectos urogenitales: agenesia o hipoplasia renal, hipospadias, criptorqui-
dia, atresia/estenosis anal.

6. Polisplenia.

7. Malformaciones respiratorias: hipoplasia traqueal, paladar hendido, labio le-
porino, atresia de coanas.

8. Malformaciones cardiovasculares: conducto arterioso persistente, comunica-
cién interventricular.

C- Métodos diagnésticos
1. Estudio citogenético de células del paciente con anomalias similares a la ata-
xia-teleangiectasia:
- Inestabilidad cromosémica espontanea.
- Hipersensibilidad a las radiaciones ionizantes.
- Sintesis de ADN radiorresistente.

Es el dnico criterio diagndstico objetivo -

23. Cdncer de Pancreas Hereditario 4°

1. Dos 6 mas familiares en 1° grado con céncer de pancreas sin que cumplan
criterios de otro sindrome de predisposicion hereditaria a cancer.
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24, Sindrome de Peutz-Jeghers

Sindrome de Peutz-Jeghers confirmado

1. Presencia de al menos un pélipo hamartomatoso gastrointestinal histologica-
mente verificado mas historia familia positiva o presencia de maculas hiper-
pigmentadas mucosas perianales o periorales '.

2. Presencia de al menos dos pélipos hamartomatosos gastrointestinales histol6-
gicamente verificados 7.

Deben cumplirse al menos 1

25. Poliposis Adenomatosa

Poliposis Adenomatosa Familiar 2
1. Mas de 100 pélipos adenomatosos colorrectales.
2. En menores de 20 afios, mas de 20 pdlipos adenomatosos y un progenitor
afecto.
Deben cumplirse al menos 1
Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada ¢ 2°
1. Mas de 15 pdlipos adenomatosos colorrectales.
2. Mas de 5 pélipos adenomatosos colénicos con edad menor de 60 anos e his-

toria familiar de cancer de colon.

Deben cumplirse al menos 1

26. Cdncer de Prostata Hereditario 4!

1. Tres 6 mas familiares de 1° grado con cancer de préstata.
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27. Carcinoma Renal Papilar Hereditario 4% 43

1. Mdltiples tumores renales papilares (histologia tipo 1), bilaterales.
2. Historia familiar de cancer renal.

Deben cumplirse todos

28. Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel 30 44

Caracteristicas

1. Gigantismo neonatal, crecimiento acelerado con macrocefalia, cara tosca y
caracteristica, que recuerda a la cara de un buldog, nariz y boca anchas.

2. Retraso mental en cerca de la mitad de los casos de grado de severidad va-
riable, hipotonia, pectus excavatum, estrabismo, nistagmus, hipertelorismo,
suturas craneales prominentes, macroglosia, maloclusién dental, paladar oji-
val, orificios nasales antevertidos.

3. Anomalias de las extremidades: manos grandes y cuadradas, pulgares anchos,
hexadactilia, sindactilia, ufias hipopldsicas, sobre todo la del quinto dedo de
la mano, pliegue simiesco y deformidades de los pies.

4. Anomalias esqueléticas: fusion de vértebras cervicales, costillas cervicales,
presencia de una sexta vértebra lumbar, foseta sacra, edad ésea avanzada y
escoliosis.

5. Anomalias viscerales: comunicacion interventricular, ductus arterioso persis-
tente y arritmia cardiaca; rifones hipertréficos, lobulados o quisticos, dupli-
cacion de la pelvis renal e hidronefrosis leve; criptorquidia; malrotacién
intestinal, anillo pilérico y diverticulo de Meckel. Mamilas supernumerarias;
piel gruesa y marrondcea, manchas pigmentadas en la zona perioral y pala-
tina y policitemia.

6. Riesgo de padecer tumores embrionarios: sobre todo tumor de Wilms y neu-
roblastoma.

Deben cumplirse 3 criterios mayores + 1 menor
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29. Sindrome de Sotos

Criterios iniciales ' y modificados ?

Criterios Mayores
1.- Facies caracteristica: Eritema malar, alopecia frontotemporal, frente alta y
abombada, inclinacién antimongoloide de hendiduras palpebrales, cara larga
y estrecha, mandibula prominente, contorno cefélico en pera invertida.
2.- Macrosomia con macrocefalia.
3.- Retraso psicomotor.

Criterios Menores
1.- Ictericia neonatal, hipotonia.
2.- Escoliosis.
3.- Convulsiones.
4.- Anomalias cardiacas.
5.- Anomalias urogenitales.
6.- Hipoacusia de conduccion.
7 .- Estrabismo.
8.- Trastorno del comportamiento.
9.- Tumores. Teratoma sacrocoxigeo, neuroblastoma, ganglioma presacral y leu-
cemia linfocitica aguda.

Deben cumplirse 3 criterios mayores + 1 menor

30. Enfermedad de Von Hippel Lindau 45 46

En presencia de historia familiar de Von-Hippel-Lindau (VHL)

Hemangioblastoma tnico de retina.
Hemangioblastoma Gnico de cerebelo.
Carcinomas renal de células claras.
Feocromocitoma.

U1 AW N =

Cistoadenoma seroso microquistico en el pancreas.

Debe cumplirse al menos 1
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En ausencia de historia familiar de VHL
1. Dos o mas hemangioblastomas retinianos o cerebelares.
2. Hemangioblastoma retiniano o cerebelar tGnico en presencia de otro tumor
visceral asociado.
Debe cumplirse al menos 1
Clasificacion
Tipo 1: Aquellos que no presentan feocromocitomas.
Tipo 2: Presencia de feocromocitomas.

- Tipo 2A: Ausencia de carcinomas de células renales y quistes pancredticos.
- Tipo 2B: Presencia de carcinomas de células renales y quistes pancredticos.

31. Sindrome de Werner

Registro Internacional de sindrome de Wemer !

Signos y sintomas cardinales (aparicién después de los 10 anos de edad)

2. Hemangioblastoma Unico de cerebelo.

1. Cataratas (bilaterales).

2. Patologia dermatoldgica caracteristica (piel tensa, atrdfica, alteraciones pig-
mentarias, ulceracion, hiperqueratosis, atrofia subcutanea regional) y facies
caracteristica “de pajaro”.

3. Estatura corta.

4. Consanguinidad de los padres (tercer grado o mas cercana) o afectacion de
un hermano/a.

5. Encanecimiento y/o adelgazamiento prematuro del pelo de la cabeza.

6. Test de 4cido hialurénico en orina de 24 horas positivo.

Otros signos y sintomas
1. Diabetes mellitus.
2. Hipogonadismo (poco desarrollo de los caracteres sexuales secundarios, dis-
minucion de la fertilidad, atrofia testicular u ovdrica).
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Osteoporosis.

Osteoesclerosis de las falanges distales de los dedos.
Calcificacién de tejidos blandos.

Aterosclerosis prematura (p.e. infarto de miocardio).
Neoplasias mesenquimales, raras o multiples.

© N AW

Cambios en la voz (aguda, chillona o ronca).

Diagnostico definitivo: todos los criterios cardinales y dos mds.

Probable: los tres primeros criterios cardinales y dos mas no cardinales.
Posible: Cataratas o bien alteraciones dermatoldgicas y cuatro criterios no car-
dinales.

Es incompatible con sindrome de Werner la aparicion de los signos y sintomas
(salvo el retraso de crecimiento) antes de la adolescencia.

32. Tumor De Wilms Familiar 47

Patron Herencia autosomico dominante.
Inicio precoz del tumor de Wilms.
Afectacion bilateral.

Ausencia de alteraciones congénitas.

U1 A W N =

Los sindromes WAGR (asociacién de tumor de Wilms, Aniridia, gonadoblas-
toma y retraso mental) 6 el sindrome de Denys-Drash, deben estar descartados.

Deben cumplirse todos

33. Sindrome de Wiskott-Aldrich 48

European Society of Immunodeficiencies
Criterio Mayor

1. Trombocitopenia severa (<70,000/mm2) con signos hemorragicos y plaquetas
pequenas.

Criterios Menores
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1. Inmunodeficiencia con infecciones bacterianas o virales recurrentes u opor-
tunistas en la infancia.

Historia familiar en la rama materna.

Aumento de la incidencia de neoplasias, especialmente linfomas.

Eczema.

En ocasiones, signos de autoinmunidad.

Ausencia o disminucion de la proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich

AL

(WASP) determinada por citometria de flujo o western blot

Debe cumplirse el criterio mayor y dos menores

34. Xeroderma Pigmentoso #7

Manifestaciones clinicas:

1. Cutaneas: Extremada fotosensibilidad, con aparicién de ampollas y pecas a
la minima exposicion solar. Envejecimiento prematuro de la piel expuesta al
sol, labios, ojos, boca y lengua, con altisima incidencia de canceres de piel
en esas areas.

2. Oftalmolégicas: Lesiones por exposicion UV en parpados, conjuntiva y cor-
nea.

3. Complicaciones neuroldgicas progresivas:

- Retraso psicomotor con microcefalia.
- Neuropatia axonal o mixta.
- Sordera progresiva.

Deben identificarse lesiones compatibles en los 3 sistemas

Bibliografia
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Estudios epidemiolégicos muestran que, salvo excepciones, antes de que una
célula normal se transforme en célula cancerosa son necesarios al menos cua-
tro o cinco mutaciones en genes que codifican proteinas implicadas en el control
de la proliferacion y diferenciacion celular, y que estas alteraciones aparecen de
manera secuencial a lo largo del tiempo. Dado que se ha estimado que la posibi-
lidad de que una célula somatica sufra tres mutaciones a lo largo de su vida es de
una por cada 100 individuos vivos y que la posibilidad de que se acumulen cuatro
mutaciones en una misma célula es mucho menor que la incidencia de canceres
detectada, todo parece indicar que las alteraciones genéticas iniciales que trans-
forman una célula normal hacen que estas sufran una seleccién positiva. De
acuerdo con este modelo, las primeras mutaciones hacen que las células crezcan
mas rapidamente que sus vecinas o que vivan durante un periodo mas prolongado,
como resultado de lo cual aparece una poblacién de células portadoras de las
mismas alteraciones genéticas que denominamos clona tumoral. La sucesiva acu-
mulacion de mutaciones hace que vayan apareciendo nuevos clones tumorales,
con nuevas alteraciones genéticas, que tienen ventajas proliferativas sobre los que
tienen menos alteraciones genéticas que son sustituidos de manera paulatina. De
esta manera, la clona tumoral va acumulando mutaciones somaticas que le con-
fieren, no sélo la capacidad de proliferar indiscriminadamente, sino también de
metastatizar y adquirir resistencia a las drogas empleadas para tratar la enferme-
dad.

La acumulacién de nuevas mutaciones en las células tumorales puede ser con-
secuencia de que el tejido esté expuesto de manera continuada a agentes mutage-
nos, a que haya un defecto en los mecanismos reparadores del DNA secundarios a
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alteraciones en los genes encargados de controlar este proceso o a que haya un de-
fecto en la capacidad de reconocer y responder al dafio genético '.

La mayoria de las mutaciones responsables de la aparicién de células cancerosas
tienen lugar en células somaticas; no obstante, la existencia de canceres en los que
se demuestra una predisposicién hereditaria a padecerlos, pone de manifiesto que
mutaciones en las células germinales también estan implicadas en el desarrollo del
cancer, pudiendo contribuir bien directamente, a través de mutaciones que se trans-
miten de padres a hijos y que son compensadas por la existencia de un alelo normal,
como ocurre en el caso del retinoblastoma, o bien porque las mutaciones heredadas
se producen en genes que intervienen en la correccion de errores de replicacién
del DNA 'y se favorece la acumulacién de mutaciones, como es el caso del Sindrome
de Lynch.

Oncogenes

Los primeros genes implicados en el desarrollo de los tumores que se describieron
fueron denominados oncogenes, y su descubrimiento se produjo al estudiar los virus
que producian tumores en animales. La mayoria de los virus DNA producen tumores
tras un periodo largo de latencia, mientras que los virus RNA lo hacen tras un pe-
riodo corto. El primer virus capaz de producir tumores fue descrito por Peyton Rous
en 1911 y producia sarcomas en pollos. En los afios siguientes, se han descrito hasta
una cincuentena de nuevos virus que producen diferentes tipos de tumores en dis-
tintas especies animales. Aunque los virus RNA pueden inducir cancer en primates,
no se ha encontrado ninguna conexién entre estos virus y la aparicion de cancer en
humanos, con la excepcion de los virus HTLV-1 y VIH. El estudio de los retrovirus
oncogénicos permitié descubrir que su genoma incluia secuencias que no existian
en los virus normales. A estos genes viricos capaces de inducir tumores se les de-
nomind oncogenes retrovirales.

Ahora bien, estudios de hibridacion mostraron que las secuencias oncogénicas
de los retrovirus se encontraban también en las células somaticas normales, de
dénde eran secuestradas por los retrovirus en el curso del proceso de replicacion
de virus no tumorigénicos, concluyéndose que los oncogenes retroviricos eran genes
mutados procedentes de células sométicas. A los oncogenes de los retrovirus se les
denominé con un nombre precedido por la letra v- (por ejemplo, v-sis), mientras
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que a los genes no transformantes presentes en las células somaticas, también de-
nominados protooncogenes, se les denominé precedidos por la letra c- (por ejem-
plo, c-sis); la mayoria de estos genes estan implicados en la regulacion de la
proliferacién y diferenciacion celular.

Aunque los primeros protooncogenes se descubrieron por homologia con on-
cogenes retroviricos, posteriormente se han descrito nuevos protooncogenes que
no forman parte del genoma de retrovirus oncogénicos.

Los protoncogenes estan presentes en todas las células del organismo y son im-
prescindibles para el crecimiento, proliferacién y supervivencia de las células no
tumorales. Cuando uno de los alelos de estos genes se altera como consecuencia
de una mutacién puntual, delecién, insercién, amplificacion, translocacién cromo-
somica, etc., se produce bien un incremento de la funcién de la proteina mutada o
la generacion de proteinas mutadas con funciones diferentes y, como consecuencia,
se altera la via metabdlica en la que estan implicadas, produciéndose una desregu-
lacion de los mecanismos normales de proliferacion, diferenciacién y supervivencia
celular que favorece la aparicién de tumores. El hecho de que sea suficiente la al-
teracién de uno de los dos alelos de los protooncogenes hace que las alteraciones
de estos genes sean consideradas dominantes 2.

Estudios epidemioldgicos y moleculares han demostrado que algunos virus DNA
también estan asociados con el desarrollo del cancer, como en el caso del papiloma-
virus y el cancer de cuello uterino, el virus de Epstein Barr y el linfoma de Burkitt, etc.
Experimentos realizados en cultivos celulares con estos virus han puesto de manifiesto
que, tras la infeccién, los virus DNA estimulan la sintesis del DNA de la célula hos-
pedadora con el fin de activarla y favorecer su propia replicacion. Para ello, los virus
DNA codifican genes cuyas proteinas activan otros genes que son claves para el des-
arrollo de la transformacién tumoral al interaccionar con proteinas codificadas por
otros genes de las células infectadas. Asi, se demostré que uno de los genes del virus
SV40 interaccionaba con una proteina presente en el nicleo de las células denomi-
nada p53 y que esta interaccion era responsable de la aparicion del fenotipo tumoral.

La secuencia de acontecimientos caracteristicos de la proliferacion de las células
normales se da en los siguientes pasos:
1. El crecimiento celular comienza por la unién de un factor de crecimiento a su
receptor especifico en la membrana celular.
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2. La unién del ligando al receptor supone la activacion transitoria y limitada del
receptor, que activa a varias proteinas transductoras de senales existente en la
capa interna de la membrana plasmatica.

3. La transmision por el citosol, a través de segundos mensajeros, de la sefal tra-
ducida hace que llegue al nicleo.

4. Lallegada de la sefal al ntcleo induce y activa a factores reguladores de la trans-
cripcion génica cuyo papel es esencial para controlar el crecimiento celular .

Los oncogenes y las oncoproteinas pueden agruparse asi, segln el papel que
desempefien en la cascada de transduccién de senales y en la regulacion del ciclo
celular. Segun esto, dentro de sus principales productos podemos encontrar:

e Oncogenes relacionados con factores de crecimiento: los factores de creci-
miento acttan uniéndose a receptores de membrana celular que a su vez inter-
accionan con proteinas que traducen y amplifican un estimulo en el interior de
la célula. El primer oncogén de este tipo conocido fue v-sis que corresponde al
factor de crecimiento de plaquetas tipo B (PDGF-B). Constituye uno de los fac-
tores de crecimiento mayoritario de la sangre en humanos y es un potente mité-
geno de células del tejido conectivo y células gliales en cultivo .

* Receptores de los factores de crecimiento: son proteinas transmembrana, con
un ligando de unién situado fuera de la célula y un dominio intracitoplasmético
que tiene actividad tirosina quinasa. La actividad quinasa sufre una activacion
transitoria cuando el receptor capta su factor de crecimiento especifico, a lo que
sigue rapido la dimerizacion del receptor y la fosforilacion de la tirosina de di-
ferentes sustratos que forman parte de la cascada de sefalizacién. Las versiones
oncogénicas de estos receptores pueden dimerizar y activarse sin necesidad de
unirse al factor de crecimiento correspondiente; de esta forma, el receptor mu-
tado libera hacia la célula continuas sefales que estimulan la mitosis. Dentro
de este grupo se encuentran los receptores erbB y ret, de los que comentaremos
brevemente su caracteristicas dada su importancia en Oncologia *.

Oncogen ErbB2 (HER2/neu)

El gen neu se localiza en el cromosoma 17 y codifica una glicoproteina trans-
membrana de 185 KDa que se denomina p185neu, HER2, HER2/neu o erbB2. Este
oncogén pertenece al grupo de receptores del factor de crecimiento epidérmico con
actividad quinasa de tirosinas. Posee tres dominios estructurales: externo, transmem-
brana y citoplasmatico. Hay dos regiones ricas en cisteina en el dominio extracelular
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y la funcién de fosforilacion de tirosinas reside en el dominio citoplasmatico. Con
la llegada del ligando (factor de crecimiento epidérmico), se produce un cambio
conformacional y su fosforilacién, asi como la liberacion de los factores reguladores
que podrian representar substratos y que se encuentran unidos a la forma inactiva
del dominio catalitico, citoplasmatico > °.

Aproximadamente entre el 20-30% de los canceres de mama tienen amplificado
o sobreexpresado el oncogén erbB2. La determinacién de la sobreexpresion de
erbB2 se realiza mediante mdltiples procedimientos entre los que se encuentran la
inmunohistoquimica, la hibridacién in situ con fluorescencia, la hibridacién geno-
mica comparada, etc. Como en otros receptores de superficie celular, la forma so-
luble del dominio extracelular de p185 "2 ‘se puede desprender de la superficie
de las células tumorales y detectarse en el suero mediante pruebas basadas en la
técnica de ELISA.

Parece que la amplificacion del gen y, en consecuencia, la sobreexpresion de su
proteina, puede contribuir a la transformacién celular y a la carcinogénesis, asi como
a la progresion tumoral. También parece jugar un papel importante en las metdstasis
dado que existe una incidencia aumentada de metastasis viscerales y de micrometas-
tasis en médula 6sea en pacientes que lo sobreexpresan. Muchos estudios han mos-
trado asociacion entre la sobreexpresion de erbB2 y otros factores prondsticos adversos
como aneuploidia, incremento de la fase S, proliferacion celular rapida, bajo contenido
de receptores de estr6genos y progesterona, estadios avanzados, nimero de ganglios
metastdsicos afectados y alto grado histolégico. La recaida temprana del cancer de
mama, asi como la muerte ocasionada por la enfermedad, estan relacionadas con su
sobreexpresioén en tumores de mama sin afectacion ganglionar. En los tumores con
afectacion ganglionar, también parece que la sobreexpresién de erbB2 predice una su-
pervivencia libre de enfermedad y una supervivencia global mas corta ’.

La sobreexpresion o amplificacion del gen erbB2, no sélo tiene utilidad clinica
como marcador prondstico, sino también tiene utilidad clinica en la seleccién de pa-
cientes para tratamiento sistémico con quimioterapia, tratamiento hormonal o terapias
bioldgicas. Actualmente tiene un gran interés prondstico la deteccion de casos de
cancer de mama que presenten ausencia combinada de expresion de la proteina
HER2/neu y receptores hormonales, los denominados casos triples negativos, que
constituyen un subgrupo definido de tumores que requieren una aproximacion tera-
péutica especifica & °.
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Oncogen RET

El oncogén RET pertenece al subgrupo de receptores transmembrana con activi-
dad tirosin kinasa. Esta implicado en el desarrollo de multiples enfermedades neu-
roendocrinas humanas. Se considera el Ginico oncogén que se puede heredar con
una alteracién en una de sus copias, produciendo el sindrome MEN de tipo 2A y
2B (neoplasia endocrina mdltiple) y el carcinoma medular de tiroides familiar, que
pueden predisponer a desarrollar distintos tipos de tumores endocrinos. La altera-
cién del gen RET en la linea germinal mediante mutaciones de tipo missense o non-
sense también producen la enfermedad de Hirschsprung. La activacién del gen RET
mediante reordenamientos somaticos con otros genes producen cancer papilar de
tiroides en poblacién general.

El gen RET ocupa 80 kilobases de ADN y posee 21 exones. La proteina normal
posee un dominio extracelular y de unién al ligando en cuyo interior hay una region
rica en cisteina y con afinidad por el calcio; la regién transmembrana conecta la region
externa con el dominio intracelular, donde se encuentran dos regiones con actividad
quinasa sobre tirosinas. La proteina RET es uno de los componentes del receptor para
el factor neurotréfico derivado de la glia o GDNF (Glial-cell-line-Derived Neurothro-
phic Factor). Este es un factor esencial para el desarrollo del rifién y el sistema nervioso
entérico, siendo ademas capaz de mantener la supervivencia de neuronas dopaminér-
gicas del sistema nervioso central y de alguna neuronas motoras del periférico '°'.

Las mutaciones activantes del gen RET se han asociado con el desarrollo tumoral,
mientras que las mutaciones que se asocian con pérdida de funcién son las respon-
sables del megacolon congénito. No obstante, algunas mutaciones pueden tener un
efecto dual ™.

Proteinas citoplasmaticas trasmisoras de senales

Se han encontrado varios ejemplos de oncoproteinas con funciones similares a
las de las proteinas citoplasmaticas normales que intervienen en la transduccién de
senales, una de ellas es la oncoproteina Ras. La mayoria de estas proteinas se en-
cuentran estratégicamente situadas en la parte interna de la membrana plasmatica,
donde reciben las senales procedentes del exterior de la célula (ej. mediante la ac-
tivacion de los receptores de factores de crecimiento) y la transmiten al ndcleo ce-
lular. Una mutacién puntual del gen RAS es la anomalia mas frecuente de los
oncogenes dominantes identificados en los tumores humanos. La frecuencia de estas
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mutaciones varia de unos tumores a otros, pero en algunos tipos es muy alta, por
ejemplo en el 90% de los adenocarcinomas pancreaticos y de los colangiocarcino-
mas; en un 50% de los carcinomas de colon, endometrio y tiroides, y en el 30% de
los adenocarcinomas de pulmén y de las leucemias mieloides 3.

La proteina codificada por el gen RAS juega un importante papel en la mitogé-
nesis inducida por los factores de crecimiento. Las proteinas ras normales oscilan
entre una forma activada de transmisién de senales y un estado inactivo, en este dl-
timo estado las proteinas captan difosfato de guanosina (GDP). Cuando la célula es
estimulada por los factores de crecimiento, ras se activa intercambiando GDP por
GTP; esta activacién provoca a su vez una excitacion de la via MAP cinasa. Las
MAP cinasas activadas tienen como dianas a factores nucleares de transcripcion,
por lo que estimulan mitogénesis. En las células normales, el estado de activacion
de la proteina ras es transitorio porque su actividad intrinseca GTPasa hidroliza GTP,
convirtiéndose en GDP, lo que determina que ras recupere su estado inactivo. Gran
importancia tienen en este proceso las proteinas activadoras de la GTPasa (Ilamadas
GAP o PAG) que determinan una espectacular aceleracién de la actividad GTPasa
intrinseca de las proteinas ras normales. Las proteinas ras mutantes se unen a la
GAP, pero esta unién no estimula la actividad de la GTPasa, por tanto, las proteinas
mutantes estan siempre activadas debido a una incapacidad para hidrolizar el GTP,
lo que induce una estimulacion continua de las células mediante la transmisién de
las sefales promotoras del crecimiento al ndcleo.

La activacién por mutaciones de Ras promueve la oncogénesis por multiples
procesos celulares, como la expresion de genes, la progresion en el ciclo celular, la
proliferacién celular, supervivencia de la célula, y migracion celular. Las rutas de
senalizacion de Ras son bien conocidas en la iniciacion tumoral, pero se conoce
en menor medida su contribucion a la invasion y metastasis '* 4.

Oncoproteinas de union al ADN

La replicacion del ADN esta regulada por genes cuyos productos se encuentran
en el nicleo, donde controlan la transcripcion de los genes relacionados con el cre-
cimiento. Los factores de transcripcién contienen secuencias especificas de amino-
acidos que les permiten unirse al ADN o dimerizar sus enlaces.

En el nicleo celular se han localizado oncoproteinas, productos de los protoon-
cogenes myc, myb, jun y fos, etc., los cuales son genes de respuesta temprana a la
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estimulacion por factores de transcripcion. De ellos el gen myc es el que con mayor
frecuencia esta implicado en tumores humanos '°.

El protooncogen c-myc se expresa practicamente en casi todas las células euca-
ridticas y pertenece a los genes de respuesta de crecimiento precoz, genes que se
activan rapidamente cuando las células en reposo reciben la sefal que promueve
su division. En contraste con la expresién regulada de c-myc durante la proliferaciéon
celular normal, las versiones oncogénicas se expresan de forma persistente, o in-
cluso, en algunos casos, con expresion excesiva de la proteina myc; esto puede con-
ducir a una transcripcion continua de genes diana criticos y, posiblemente, a la
transformacién neoplasica.

Apoptosis

La apoptosis es otro de los mecanismos celulares implicados en el desarrollo tu-
moral. Se conoce que myc no sélo controla el crecimiento celular, también puede
dirigir la muerte celular mediante la apoptosis. Por tanto, cuando la activacién del
gen se produce en ausencia de sefiales de supervivencia (factores de crecimiento)
las células sufren apoptosis. Existen dos vias principales de apoptosis, una desen-
cadenada por proteinas que contienen un dominio homélogo al dominio 3 de BCL2,
con capacidad para inhibir BCL2 y BCL-XI, que normalmente inhiben la apoptosis,
una segunda via se activa por la union del ligando de Fas, TRAIL o TNF alfa a sus
receptores, lo que activa la via de las caspasas y favorece la muerte celular. Algunos
de los genes implicados en estas vias, como BCL2, estan sobre expresado en ciertos
tumores favoreciendo la supervivencia de las células tumorales '®.

Aunque durante muchos afios se consideré que, con la excepcién del gen RET,
los oncogenes no podian transmitirse mutados en linea germinal, en los Gltimos
anos se ha puesto de manifiesto que esto no es asi'y que, al igual que con RET, otros
oncogenes, entre los que se encuentra RAS, pueden heredarse con mutaciones aso-
ciadas a trastornos del desarrollo .

El progreso llevado a cabo en los dltimos 20 afios en materia biolégica, genética
y biotecnolégica ha llevado al desarrollo de nuevos disefios en farmacos contra el
cancer. Se ha producido un cambio entre agentes citotoxicos no especificos a far-
macos basados en nuevas dianas moleculares. El mecanismo se disefia para actuar
en dianas moleculares y celulares que estan implicadas en la formacion, crecimiento
y progresion de los tumores humanos. Estos agentes seran mds selectivos con células
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tumorales que con células normales por lo que tendran mayor actividad antitumoral
y menor toxicidad. Dentro de estas terapias moleculares basadas en los oncogenes,
se encuentran el trastuzumab, (Herceptin®), imatinib (Gleevec®) y gefinitib (Iressa®).
La dltima década ha sido muy importante en el descubrimiento de nuevos oncoge-
nes y rutas de sefializacion en la transcripcién como dianas moleculares potenciales
para el tratamiento contra el cancer'®.

Genes supresores de tumores

Los tumores pueden desarrollarse como consecuencia de alteraciones en genes que
estimulan la proliferacién celular, como es el caso de los protooncogenes, pero tam-
bién pueden ser el resultado de la pérdida de funcién de genes que codifican pro-
teinas que frenan la proliferacion celular. Los estudios llevados a cabo en pacientes
con retinoblastoma mostraron la existencia de pérdidas de alelos (pérdida de hete-
rocigosidad) en las células tumorales; estos datos, junto con la constatacion de que
la fusién de células tumorales con células normales puede revertir el fenotipo tu-
moral, y la observacién de que ratones carentes de determinados genes desarrollan
tumores con mas facilidad, han puesto de manifiesto la existencia de genes que, en
condiciones normales, ejercen una funcion represora de la proliferacion celular, y
cuya pérdida de funcién favorece el desarrollo del fenotipo tumoral. Inicialmente,
a estos genes se les denomind erréneamente antioncogenes, hoy los conocemos
como genes supresores de tumores.

Como hemos senalado anteriormente, los estudios iniciales con el virus SV40,
pusieron de manifiesto que ejercia su accion tumorogénica interaccionando con la
proteina nuclear p53 que, inicialmente, se consideré estaba codificada por un pro-
tooncogén, ya que al interaccionar con las proteinas del virus SV40 activaba la ca-
pacidad transformante. Estudios posteriores, pusieron de manifiesto que esta
hipétesis era incorrecta, dado que la célula en la que se realizaron los estudios era
un clon que presentaba un alelo del gen p53 mutado. Mas tarde, se demostré que
un elevado nimero de tumores humanos no sélo eran portadores de mutaciones
somadticas en el gen p53, sino que algunos de ellos presentaban con pérdidas en el
otro alelo. Hoy sabemos que el gen p53 germinal no tiene ninguna actividad trans-
formante, sino que, al contrario, es inhibidor de la transformacién celular. De ma-
nera que hoy se considera que el gen p53 pertenece a la familia de genes supresores
de tumores y que las proteinas de los virus DNA favorecen el desarrollo de tumores
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al secuestrar la proteina p53 y evitar que ejerza su accion inhibidora del desarrollo
tumoral. La proteina p53 es una proteina nuclear que interviene en el control del
ciclo celular, en la replicacion del DNA'y en la reparacion del mismo, manteniendo
la estabilidad del genoma y, ademas, regula la apoptosis.

Los genes supresores de tumores presentan mutaciones somaticas en los tumores
esporadicos y mutaciones germinales en los tumores hereditarios. Estos genes fueron
aislados inicialmente usando métodos de clonaje posicional clasicos; no obstante, la
utilizacién de nuevas metodologias basadas en la técnica de PCR o en los microarrays,
esta permitiendo caracterizar una gran cantidad de nuevos genes que se inactivan en
diferentes etapas del proceso de transformacion tumoral, de manera que actualmente
la familia de genes supresores de tumores incluye genes que codifican proteinas im-
plicadas en diferentes funciones relacionadas con la diferenciacién y proliferacion
celular, apoptosis y reparacion del dafio celular. Para que los genes supresores de tu-
mores favorezcan el desarrollo tumoral es necesario que las proteinas codificadas por
ellos no sean funcionales, lo que supone bien que se alteren los dos alelos o que la
mutacién de uno de los alelos de lugar a una proteina que inactive la del alelo normal,
por lo que las alteraciones de estos genes son consideradas recesivas '°.

Los genes supresores codifican proteinas implicadas en el desarrollo tumoral ac-
tuando principalmente a nivel del control del ciclo celular, aunque en los Gltimos
anos se esta expandiendo el concepto de gen supresor de tumores. Comentaremos
brevemente las caracteristicas de los genes Rb y p53.

El gen RB1

El gen RB1 estd localizado en el cromosoma 13q14.2. Contiene 27 exones que
ocupan 180 Kb. Se transcribe en un RNA mensajero de 4.7 Kb. El gen contiene
un total de 46 secuencias Alu, asi como varias secuencias repetitivas L1. La fase
de lectura abierta de 2.7 Kb codifica una fosfoproteina de 110 KDa, expresada
ubicuamente, la cual forma parte de una pequena familia de proteinas nucleares
que comparten una secuencia significativamente parecida en dos areas disconti-
nuas llamadas “pockets” 2. La proteina Rb contiene tres dominios distintos: la re-
gién amino terminal, los dominios centrales A y B, separados por una regién de
unién y la region carboxilo terminal. La integridad estructural de los dominios A/B
se requiere para la interaccion de Rb con proteinas que poseen un motivo LXCxE,
el cual es clave para que las oncoproteinas virales interaccionen con Rb. Existen
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proteinas que interaccionan con el extremo N-terminal de Rb, como son la pro-
teina de la matriz nuclear de 84 KDa, una proteina de choque térmico de 70 KDa,
una kinasa activa en fases G2/M vy el factor que autoriza la replicacion MCM7.
Ademas del motivo LxCxE, ciertas proteinas poseen una secuencia especifica de
unién al dominio C-terminal, como es el caso del factor de transcripcién E2F. De
esta forma se incrementa la posibilidad de que Rb pueda unirse a varias proteinas
simultdneamente *'- 22,

El gen RB1 fue el primer gen supresor de tumores identificado y aislado por clo-
naje posicional a partir de retinoblastomas familiares. Las mutaciones que afectan
al dominio central promueven el desarrollo del tumor y, ademas, esta region es
diana de oncoproteinas virales que interrumpen la funcion del gen?'.

La relevancia de la proteina Rb radica en que la progresion del ciclo celular
desde la fase G1 hasta la fase S requiere la inactivacion de Rb por fosforilacion se-
cundaria a la actividad de protein kinasas acomplejadas con sus ciclinas correspon-
dientes (CDKs)*. Ademds, Rb puede reprimir la transcripcion uniéndose
directamente al dominio de transactivacion de la proteina E2F. La familia E2F es un
grupo de factores de transcripcién que se unen a los promotores de ciertos genes
relacionados con la entrada en fase S y la sintesis de DNA. La interaccién de Rb
con E2F bloquea la transcripcién mediada por E2F y, de esta forma, la progresién
del ciclo celular?*.

Por otra parte, Rb es capaz de reprimir la transcripcién por contacto directo con
la maquinaria de transcripcién basal, asi como por su interaccion con otros co-re-
presores transcripcionales como RBP1 y CtIP. Esta actividad represora se relaciona
con la alteracion de la estructura de la cromatina altamente empaquetada. La es-
tructura de la cromatina puede alterarse por acetilacion y desacetilacion de histonas.
Las histona acetiltransferasas (HATs) se asocian con factores de transcripcion, ac-
tuando como coactivadores transcripcionales al cambiar la estructura de la croma-
tina permitiendo el acceso de los factores de transcripcion. Por el contrario, las
histona desacetilasas (HDACs) se asocian con la inhibicion de la transcripcién y se
encuentran en complejos correpresores. Las HDACs comprenden una familia de
siete proteinas, de las cuales, 1, 2 y 3 interaccionan con Rb. El complejo Rb — HDAC
puede reprimir activamente la transcripcion y regular la acetilacién de histonas en
el promotor de los genes diana?.
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La pérdida de funcion de Rb activa la ruta apoptética de p53, probablemente
porque la pérdida de Rb conduce a la liberacién de E2F, lo cual dispara la apoptosis
por activacion de p14ARF (componente de la ruta de p53) y quizas otras proteinas
proapototicas2°. No obstante, la pérdida de funcién de Rb puede inducir apoptosis
independiente de p53 disminuyendo la expresion de proteinas antiapoptéticas como
TRAF2.

Gen P53

p53 es un gen supresor de tumores ubicado en el brazo corto del cromosoma
17, en la posiciéon 17p13.1 y tiene un tamafo de 20 Kb. Consta de 11 exones, de
los cuales el primero, que dista 8-10 Kb del segundo exén, no es codificante’.

La proteina p53 fue descrita por primera vez en 1979 como una proteina rela-
cionada con la transformacién y con el antigeno T grande del virus tumoral de DNA,
SV40. Se identificé en varias estructuras nucleares, incluyendo el nucleolo y los
cuerpos nucleares. p53 es una fosfoproteina nuclear con cinco regiones funcionales
conservadas, designadas del 1 aV 229,

e Regién | o region de transactivacion, localizada en la zona N-terminal (residuos
1 a 42). Interacciona con los componentes de la maquinaria transcripcional,
como la proteina de unién a TATA, asi como los factores asociados a TBP y las
proteinas coactivadoras p300/CBP. La oncoproteina Mdm2 se une a p53 en esta
region. La interaccion se realiza entre un pequeno dominio hidrofébico (120
aminodcidos) en la region N-terminal de Mdm2 y un péptido a-hélice anfipatico
de 15 aminoacidos de esta region de p53. Este dominio posee también una se-
cuencia de exportacion nuclear.

e Region Il o region rica en poliprolina (residuos 61 a 94), que posee cinco repe-
ticiones PXXP. Es importante para la actividad supresora de tumores de p53. En
esta region se localiza un polimorfismo en el codon 72 que tiene importancia
funcional.

e Region lll, nicleo central (residuos 97 a 300), que contiene un dominio especi-
fico de union al DNA. La mayoria de las mutaciones missense de p53 se locali-
zan en esta porcion de la proteina, conduciendo a la pérdida de su funcién como
factor de transcripcion.

* Region IV o region de tetramerizacion (residuos 324 a 355); incluida en la regién
C-terminal interviene en la formacién de la estructura tetrdmerica de p53, im-
prescindible para el correcto funcionamiento de la proteina.
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* RegionV, corresponde a la region C-terminal (residuos 311 a 393); contiene se-
cuencias de localizacién nuclear y de exportacion nuclear, siendo la redspon-
sable de la localizacién subcelular de la proteina p53. También posee una
secuencia de unién inespecifica a RNA y DNA y actividades de anillamiento al
DNA de hebra unica. La region C-terminal también funciona como un dominio
regulador negativo.

p53 es un gen supresor de tumores que pertenece a una pequefa familia de pro-
teinas estructuralmente parecidas, que incluye también a p63 y p73. Es un inhibidor
del crecimiento extremadamente eficiente, induciendo la parada del ciclo celular
y/o la muerte apoptética, dependiendo del tipo celular y el microambiente. Aunque
el gen p53 es indudablemente un supresor tumoral, no posee las caracteristicas de
un supresor de tumores segtin el modelo de dos pasos de Knudson, en el cual ambos
alelos deben perderse para que se desarrolle un tumor. La haploinsuficiencia (una
dosis reducida del gen p53) puede ser suficiente para provocar la transformacién
neoplasica *°.

— Activacion de p53. La proteina p53 esta expresada constitutivamente en todos
los tipos celulares, pero no se acumula en la célula debido a su rapida degrada-
cién en el proteosoma. Los niveles de proteina p53 se incrementan drasticamente
en respuesta a diversos tipos de estrés, incluida la radiacion ionizante, radiacion
UV, deprivacién de factores de crecimiento, tratamiento quimioterapico, activa-
cién de oncogenes, choque térmico o infeccién por virus3'.

Se han descrito al menos dos rutas que conducen a la estabilizacion de p53:

* Respuesta a estrés genotdxico, como el dafio en el DNA causado por radiacion io-
nizante o ultravioleta. Las kinasas inducidas por estrés, incluyendo ATM, ATR, CHK2
y HIPK2 fosforilan gran cantidad de residuos de serina y treonina en el dominio de
transactivacién N-terminal de p53 lo que inhibe la unién de su regulador negativo,
Mdm2, y potencia la regulacion transcripcional de los genes diana de p53.

¢ Induccién de pT4ARF en respuesta a sefales mitogénicas aberrantes, como la
sobreexpresion de Myc, la activacién de E2F-1 por ETA o la expresion de Ras
activado. p14ARF puede estabilizar p53 uniéndose a Mdm2 y secuestrandolo
en el nucleolo. Esta ruta sirve como una union entre las funciones supresoras
del crecimiento de p53 y las funciones promotoras del crecimiento de E2F-1, de
manera que las sefales mitogénicas aberrantes disparan la respuesta compensa-
toria para limitar la proliferacion 32.



Oncogenes y genes supresores

No obstante, ademds de los residuos de serina y treonina N-terminales, otras
zonas de p53 sufren modificaciones postraduccionales, incluyendo fosforilacién,
acetilacion y sumoilacion. La fosforilacion de p53 por JNK en la Thr81 esta impli-
cada en la estabilizacion de p53 en respuesta a la radiacion UV y la kinasa 3 pare-
cida a Polo contribuye a la fosforilacién de p53 en la Ser20 (el residuo diana de
Chk2) en respuesta a radicales libres 3.

- Activacion de la transcripcion. Para activar la transcripcién es necesario que
p53 actie como un homotetramero, y esto sélo ocurre cuando estd activado.
p53 puede inducir la parada del ciclo celular transitoria en G1 o G2, activando
los genes diana como p21 y 14-3-30. La parada del ciclo celular ante una situa-
cién de estrés podria evitar la progresion del ciclo bajo condiciones inapropiadas
evitando la acumulacién de errores genéticos. p53 también puede iniciar la pa-
rada permanente del ciclo celular, o senescencia, a través de la transactivacién
de p2134.

— Apoptosis. p53 puede iniciar apoptosis induciendo la expresion de proteinas
relacionadas con las dos rutas apoptéticas principales, intrinseca y extrinseca.

La ruta intrinseca se centra en la mitocondria, la cual contiene los factores apop-
toticos clave. Las situaciones de estrés inducen la acumulacién de p53 en este
organulo celular. Esta redistribucién mitocondrial de p53 precede a la elimina-
cion del citocromo c y la activacion de las caspasas y sélo ocurre durante la
muerte celular dependiente de p53. Los principales reguladores de la ruta in-
trinseca son los miembros de la familia Bcl-2, cuya transcripcion también esta
controlada por p53.

La via extrinseca se induce tras la unién de una proteina extracelular a un receptor
que posee en su region intracelular el denominado dominio “death”, necesario
para la transmision de la senal apoptética. Estos receptores pertenecen a la super-
familia del receptor TNF. Ademds, p53 puede iniciar la apoptosis de forma inde-
pendiente de la transcripcion, posiblemente a través de interacciones fisicas con
miembros de la superfamilia de helicasas DNA que contienen DexH 3°.

— Reparacion del DNA. p53 esta relacionada con varias rutas de reparacion del
DNA. La proteina p53 potencia la reparacién por escisién de nucledtidos a través
de la transactivacion de GADD45. En la reparacién por escision de bases (BER)
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y la reparacién por recombinacion homoéloga (HRR), p53 actia de forma inde-
pendiente de la transcripcion, al activar la ruta BER, quizas a través de una aso-
ciacién con la endonucleasa AP (APE) y/o DNA polimerasa . Por el contrario,
p53 regula negativamente la ruta HRR al inhibir Rad51. Ademas, se ha observado
que en las células deficientes en p53, las tasas de recombinacién tienden a ser
significativamente elevadas 3°.

En los dltimos afos, y con la intencion de simplificar la definicion de gen supre-
sor, se han anadido diferentes epitetos a los genes supresores de tumores. Asi, para
explicar el papel que desempena el gen APC en el proceso de desarrollo tumoral,
se cre6 el término de “guardabarreras” (“gatekeeper”). Este término engloba a genes
supresores de tumores que estan mutados en el proceso inicial del desarrollo tumo-
ral. Las proteinas codificadas por estos genes actuarian como barreras y, al estar mu-
tados y funcionar de manera anémala, facilitarian la aparicién de mutaciones en
otros protooncogenes y genes supresores de tumores que inducirian el desarrollo
del tumor. En este grupo se han incluido todos los genes supresores de tumores que
inhiben de manera directa la proliferacién celular (supresién de la proliferacion, in-
duccién de apoptosis o diferenciacion celular). De esta manera, el gen p53 puede
ser considerado como un gen “gatekeeper” pero en lugar de estar implicado en la
iniciacién del proceso, intervendria en la progresion del mismo. Asi pues, los genes
“gatekeepers” podrian subdividirse en “iniciadores”, “de progresién” y “de metds-
tasis”. Por lo tanto, los genes “gatekeeper” se caracterizan porque en condiciones
normales actian directamente evitando el desarrollo del tumor y la pérdida de su
funcion es un paso inevitable en el proceso de acumulacion de mutaciones en el
genoma que caracteriza el proceso de desarrollo tumoral. La restauracion de la
funcién normal de estos genes permite recuperar un fenotipo no tumoral en el caso
de que no se hayan acumulado mutaciones en otros oncogenes o genes supresores
de tumores 7.

El segundo gran grupo de genes supresores se engloban bajo la denominacion
de vigilantes (“caretaker”). Estos genes acttian controlando el desarrollo tumoral in-
directamente al asegurar la fidelidad de las secuencias del DNA a través de los me-
canismos de reparacién del mismo; por ello, la mayoria de los genes incluidos en
este grupo son genes que codifican proteinas que intervienen en los procesos de
reparacion del DNA. La pérdida de funcién de estos genes predispone al cancer al
permitir un incremento en el nidmero de mutaciones, lo que aumenta la posibilidad
de que se produzca una mutacion en un gen “gatekeeper”. El restablecimiento de
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la funcién de un gen “caretaker” no detiene el desarrollo tumoral si ya se ha produ-
cido la mutacién de un gen “gatekeeper”. El gen p53 también puede incluirse dentro
del grupo de genes “caretakers” ya que interviene en los procesos de reparacion del
DNA 37,38

Existe un tercer grupo de genes que fueron denominados “ambientales” “lands-
caper” porque se encontraron mutados no en las células tumorales sino en células
estromales que rodean las células tumorales. Se especulé con que estos genes re-
gulan el medio ambiente en el que crecen las células tumorales regulando las pro-
teinas de la matriz, los marcadores de superficie, las proteinas de adhesion, etc. La
pérdida de funcion de estos genes favoreceria la transformacion neoplésica y el cre-
cimiento de las células tumorales. Este Gltimo grupo de genes supresores de tumores
no esta reconocido como tal en el momento actual *.

Los mecanismos de inactivacion de los genes supresores de tumores son variados
e incluyen, ademas de las mutaciones clasicas, la haploinsuficencia, que puede
estar mediada por pérdida de heterocigosidad o por la presencia de otras proteinas
mutadas que actian como dominantes negativas. En este sentido, modificaciones
epigenéticas como la metilacion de las regiones promotoras o la remodelacion de
la cromatina permiten explicar este fenémeno *°.

El concepto clésico de gen como una unidad de genoma que contiene la infor-
macién para la sintesis de una proteina esta siendo modificado para incluir unidades
transcripcionales que no necesariamente codifican proteinas. Dentro de esta nueva
deficnion de gen se incluyen los segmentos del genoma implicados en la procussién
de rRNA, tRNA, noRNA, etc, y, mas recientemente, los miRNAs*!. Los genes mi-
croRNA se caracterizan porque no codifican proteinas sino RNA monocatenario
formado por entre 21 y 23 nucleétidos cuya funcién es regular la expresion de otros
genes al anillar con secuencias complementarias de mRNAs y bloquear la traduc-
cién o facilitar la degradacion del mRNA. Dentro de los miRNA existen algunos
que funcionan como genes supresores de tumores y otros como oncogenes. El es-
tudio de los miRNA ha mostrado que se localizan en regiones del genoma implica-
das en pérdidas, amplificaciones o reordenamientos, de manera que las regiones
de los cromosomas implicadas en translocaciones cromosémicas en las que no se
detectan oncogenes o genes supresores de tumores, contienen microRNAs. Algunos
genes supresores estan directamente implicados en el desarrollo tumoral al controlar
procesos como la diferenciacién celular y la apoptosis mientras que otros actian
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regulando directamente oncogenes y genes supresores de tumores. El mejor cono-
cimiento de la funcién de estos genes y de su implicacion en el desarrollo tumoral
permitird definir nuevos biomarcadores con utilidad en el diagnéstico vy el trata-
miento del cancer*.

En definitiva, en los Gltimos afos, y aunque se mantiene estable el concepto de
que el cancer es el resultado de mutaciones en el DNA, estamos asistiendo a la apa-
ricion de nuevos paradigmas que aumentan nuestro conocimiento de los mecanis-
mos de la tumorogénesis. Asi, la regulacion epigenética de la expresion génica a
través de la metilacion de las regiones promotoras de los genes, de las modificacio-
nes en las histonas o de la remodelacion de la cromatina, permiten explicar los
cambios en los niveles de expresién de oncogenes y genes supresores de tumores
en ausencia de mutaciones en el ADN. Estos hallazgos han mejorado nuestro co-
nocimiento sobre las bases moleculares del cancer y han permitido aumentar el ar-
senal terapéutico. Por otro lado, la caracterizacion de unidades transcripcionales
que no codifican proteinas, pero cuyas mutaciones son relevantes para la funcién
celular, como es el caso de los miRNA, esta permitiendo explicar los mecanismos
por los que determinadas traslocaciones cromosémicas estan implicados en el des-
arrollo tumoral y comprender mejor los mecanismos de regulacién génica a la par
que amplia el campo de estudio a ese 90% del genoma no relacionado con los
genes cldsicos pero que también estd implicado en el desarrollo tumoral.
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Introducciéon

Las técnicas de Diagndstico Molecular, que comprenden el estudio y analisis de las
moléculas de la herencia, los acidos nucleicos ADN y ARN, desempefian un papel
cada vez mas importante en el diagndstico en Medicina. Los 4cidos nucleicos son
el ADN o acido desoxirribonucleico y el ARN o acido ribonucleico, del que hay a
su vez tres tipos: ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y ARN men-
sajero (ARNm). La especie humana tiene 23 pares de cromosomas, organulos en
los que se empaqueta el ADN en el nicleo de las células, aunque también hay ADN
en las mitocondrias. En el ADN genémico nuclear se encuentran los genes (unos
22-25.000 en la especie humana), que a su vez presentan intrones y exones, siendo
estos Ultimos los fragmentos codificantes. El ARN mensajero resulta de la transcrip-
cién de esos exones vy, a su vez, se traduce en proteinas, moléculas que finalmente
realizaran su funcién tanto en la célula como en el organismo, tanto de tipo estruc-
tural como funcional y metabélico. El ADN gendmico esta en todas las células nu-
cleadas del organismo, por el contrario el ARN mensajero se encuentra sélo en las
células en las que ese gen se expresa. Por ello, al realizar un diagnéstico estudiando
el ADN, se obtendra informacién de las caracteristicas estructurales de un gen (por
ejemplo si existe o no una mutacién) pero no de cémo esa mutacién estd implicada
en el trastorno celular. El estudio del ARN mensajero nos indicard en cambio una
informacién mas funcional de la célula, o sea, nos permitird saber cémo influye en
la produccion de proteina, y de esta forma, veremos las consecuencias de una mu-
tacion, es decir, los cambios en la cantidad o tamafo del ARN y consecuentemente
de la proteina. Para trabajar en Diagnéstico Molecular, el ARNm se puede transfor-
mar en el laboratorio en otra muestra que es el ADN complementario (ADNc). Se
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trata de una molécula que se produce In Vitro, utilizando una reaccién de retro-
transcripcion a partir del ARN mensajero. Como el ADNc deriva del ARNm su es-
tructura estara formada solamente por exones del gen, sin intrones.

En un laboratorio de Diagndstico molecular, no sélo es importante conocer en
cada caso cudl es la molécula de eleccién, sino también cudl es la muestra biolégica
mas adecuada para obtener esa molécula. En el caso del cancer hereditario, si lo
que queremos por ejemplo es averiguar si en un paciente hay mutaciones germinales
(aquellas que estan en todas las células y se trasmiten a la generacién siguiente),
una simple muestra de sangre nos bastara para el diagnéstico, esté donde esté el
tumor. En cambio, las mutaciones somaticas (aquellas que aparecen de novo en un
individuo y que sélo estan en algun tipo celular del mismo) generalmente no se tras-
miten (salvo que el tipo celular en el que se hayan producido de novo sean los ga-
metos) porque la Unica manera de estudiarlas es tomando la muestra del tejido
afectado.

En la practica diaria, los genetistas y expertos en el laboratorio de Diagnéstico
molecular deben indicar a los clinicos en cada caso, cudl es la muestra que se ne-
cesita, para qué, en qué condiciones las tienen que enviar y qué técnicas se van a
realizar con ellas. Este capitulo pretende tratar de todo esto de una forma rapida y
sencilla. Para los que quieran profundizar mas existe una extensa literatura al res-
pecto, por lo que hemos preferido no ir dando citas en el texto, ya que se pueden
consultar diversos manuales, desde los mas sencillos 2, pasando por otros mas es-
pecificos *7 y hasta el mds completo existente para profesionales del laboratorio ¢,
no olvidandonos por supuesto de las inmensas herramientas que nos facilita hoy
dia Internet, de las que citamos sélo un par de ellas *'° por su gran utilidad. Sélo
las técnicas mads recientes, no compendiadas todavia en los manuales citados estan
referenciadas en este capitulo.

Extraccion de ADN y ARN a partir de muestras bioldgicas.

Existe una gran cantidad de muestras a partir de las cuales se puede obtener ADN
y ARN. Citaremos entre otras las mas utilizadas, como la sangre periférica, las cé-
lulas epiteliales bucales, la médula 6sea, los ganglios, los tejidos tumorales, el li-
quido amniético, las vellosidades coriales y muy recientemente, las blastomeras
obtenidas para el Diagnéstico Preimplantacional.
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De todas ellas, la sangre periférica es la fuente mas asequible y la que més se
emplea para extraer el ADN genémico, ya que proporciona un ADN abundante y
de alta calidad y no conlleva méds molestias que un simple pinchazo. Las células
nucleadas que en ella se encuentran, los leucocitos, representan la mayor fuente de
ADN para los estudios de rutina en Medicina. Se ha de trabajar de preferencia con
sangre total, sin separar sus componentes, y sin coagular, lo que se consigue colo-
candola en tubos con el anticoagulante etilendiaminotetracético (EDTA). A partir
de unos 10 ml a 20 ml de sangre recogidos en buenas condiciones, se obtienen su-
ficientes microgramos de ADN como para realizar todo tipo de andlisis.

Pero en el caso de querer estudiar mutaciones somaticas, en las que un sélo te-
jido estd alterado, es necesario extraer el ADN del propio tejido afectado (por ejem-
plo en los tumores o en los aspirados de médula 6sea), ya que en sangre total no
detectariamos la mutacion. Lo ideal en estos casos es que el tejido llegue al labora-
torio en fresco (por ejemplo directamente del quiréfano en el caso de la extraccién
de un tumor) y se procese de inmediato, o se congele para su conservacion hasta la
extraccion, bien a —70°C, bien sumergiéndolo directamente en nitrégeno liquido,
pero también se consigue aislar ADN de manera satisfactoria a partir de especimenes
patolégicos conservados en parafina. La calidad del ADN que se obtiene en estos
casos dependerd de la edad del tejido y de las condiciones de conservacion.

En el caso de Sindromes hereditarios graves, en los que se plantee un Diagnéstico
prenatal, tendremos que utilizar muestras fetales. La biopsia de vellosidades coriales
es la mejor fuente de ADN de un feto. La extraccién de vellosidades coriales la
hacen los ginecélogos con ayuda guiada por ecografia hacia las 10-12 semanas de
gestacion, y la muestra extraida se coloca enseguida en un tubo estéril con una so-
lucion de suero salino fisiolégico. Por tener que atravesar tejidos maternos, puede
haber células maternas contaminantes, por lo que esa muestra hay que limpiarla
concienzudamente bajo un microscopio binocular de bajo aumento. También se
pueden utilizar las células contenidas en el liquido amnidtico, que se extrae por
medio de una amniocentesis o puncién transabdominal ecoguiada. Como dichas
células no son abundantes se han de cultivar, lo que enlentece el estudio prenatal
y de ahi su menor uso. Pero para algunos diagnésticos, las técnicas de PCR que a
continuacién veremos pueden solventar este problema.

Con respecto a las extracciones de ARN, lo mas importante a tener en cuenta es
la facilidad de degradacion enzimatica de esta molécula por las ribonucleasas (RNA-
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sas). Como las ribonucleasas son enzimas muy estables y activas, presentes en mal-
tiples sistemas bioldgicos, las precauciones que se han de tomar a la hora de extraer
una muestra para ARN han de ser extremas. Todo el material que entre en contacto
con la muestra debe estar libre de RNAsas y ha de estar completamente esterilizado,
asi como los materiales y soluciones utilizadas, que han de estar tratadas con inhi-
bidores de las RNAsas como el dietilpirocarbonato (DEPC). Si se utilizan tejidos li-
quidos (sangre y aspirado medular) para ARN, éstos han de estar anticoagulados
para una buena obtencién del mismo. Debido al problema mencionado de la de-
gradacion, se han comercializado recientemente tubos especiales que combinan
un anticoagulante, con reactivos libres de RNAsas que mantienen la estabilidad del
ARN. Para la extraccion de ARN de tejidos sélidos, ésta se debe hacer a poder ser
de inmediato o si no es posible, se ha de congelar el tejido antes de su procesa-
miento. Como en el caso del ADN, si la extraccién va a ser inmediata, el tejido se
colocara en tubos con suero fisioldgico, pero en este caso ademas con inhibidores
de RNAsas, DEPC, etc.

Protocolos de extraccion del ADN

Como existe una gran variedad de fuentes a partir de las cuales se puede obtener
ADN, se han desarrollado muy diversos protocolos de extraccion, que se pueden
llevar a cabo tanto de forma automética como manual. Estas técnicas de extraccion
de ADN son relativamente sencillas y basicamente las mismas para todo tipo de cé-
lulas. En todos los casos, el objetivo es obtener la méxima cantidad de ADN vy de
optima calidad y pureza, evitando toda destruccion enzimatica o mecanica del
mismo.

Todo Protocolo ha de constar de las siguientes partes:

1 Una lisis celular con mezcla de sus componentes, ya sea por métodos meca-
nicos, osmoticos y/o quimicos como con detergentes que disuelven las mem-
branas celulares.

2 Una incubacién con un enzima (proteinasa K) para liberar al ADN de las pro-
tefnas que tiene asociadas.

3 Una separacion del ADN del resto de constituyentes de la célula utilizando
bien una mezcla con fenol-cloroformo o bien mediante soluciones salinas
sobresaturadas.

4 Una precipitacion del ADN mediante la adicién de etanol frio. EIl ADN ge-
noémico tiene tal peso molecular, que este precipitado es visible en forma de
filamentos semejantes a un trozo de algodén (si hay suficiente material), y
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puede ser extraido facilmente de la solucién con un gancho de vidrio. Caso
de pequenas cantidades, se separa de la solucién mediante centrifugacion.

5 Por Gltimo, el ADN se disuelve nuevamente en agua destilada o en una solu-
cién de agua y TE (Tris-HCI+EDTA).

A partir de ahi, el ADN disuelto se cuantifica y se realizan las técnicas analiticas
correspondientes, o se conserva congelado a -20°C o a -70-80°C, hasta su utiliza-
cion.

Estos Protocolos varian para cada muestra sobre todo en el manejo inicial de la
misma, como se describe muy someramente a continuacién para las muestras mds
habitualmente utilizadas en los estudios de cancer familiar:

Sangre periférica

Para obtener buenos resultados, lo ideal es que la sangre se procese dentro de
las 24 horas siguientes a la extraccién. Pero en el caso de que no pueda ser asi, la
muestra se puede congelar a -20°C el tiempo necesario y descongelarla justo antes
de que se vaya a extraer el ADN. En ambos casos, primero se lava la sangre con una
solucion salina de suero fisiol6gico y, mediante centrifugaciones sucesivas, se va
recogiendo el botén celular. Posteriormente, esta masa celular se mezcla vigorosa-
mente con una solucién hipoténica (normalmente agua destilada) para producir la
lisis de los eritrocitos, y los leucocitos se recuperan nuevamente por centrifugacion.
En este punto del proceso, nuevamente y si es necesario se pueden congelar los
leucocitos sin ningtin problema a —20°C hasta poder seguir con el proceso. A con-
tinuacion (o descongelando previamente el botén celular a temperatura ambiente)
se anade un tampon de lisis de leucocitos, un detergente (SDS o dodecil sulfato de
sodio al 10 % P/V) y una solucién de proteinasa K y se incuba durante toda la noche
a 37°C. A la mafana siguiente, el ADN se somete a su precipitacion y dilucion segin
se ha descrito.

En los ltimos afios, debido al auge que han tomado las técnicas de ADN y a la
cada vez mayor cantidad de extracciones que se realizan, se han comenzado a co-
mercializar los Ilamados “robots”, que son aparatos que realizan automaticamente
todos estos pasos. Su eficiencia se basa en que permiten extraer el ADN de la sangre
muy puro y en unas cuantas horas, asi como tratar muchas muestras simultdnea-
mente. En el caso de grandes centros de referencia es una opcién rentable, no asi
para los laboratorios pequefos clinicos hospitalarios.
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Todo lo aqui expuesto se puede aplicar a la médula osea, pues tratandose de un
tejido liquido, su procesamiento es muy parecido salvo pequefas diferencias que
no podemos tratar aqui en profundidad.

Tejido fresco

Los tejidos humanos son una muy buena fuente de ADN genémico por su alta
densidad celular. Por ejemplo, un gramo de tejido hepatico contiene aproximada-
mente 10° células cuando, para obtener un ndmero equivalente de células nucleadas
sanguineas, se requeriria aproximadamente un litro de sangre. Pero tienen el incon-
veniente de la facilidad de degradacién de los acidos nucleicos, lo que se soluciona
procesandolos tan pronto como sea posible tras su recogida, o congelandolos de
inmediato.

Para la extraccién de ADN de tejidos, se requieren unos procesos preliminares
para romper el tejido en trozos muy finos a partir de los cuales las células se pueden
lisar para que las soluciones de extraccion del ADN lleguen mejor al mismo. Esto se
puede realizar, bien picando finamente la muestra con un bisturi para homogenei-
zarla, o, en el caso de tejido congelado, aplastandola en un mortero. En todo caso,
los fragmentos obtenidos se incubaran posteriormente durante 24 horas con SDS y
proteinasa Ky se seguird un proceso similar al indicado para la sangre periférica.

Tejido embebido en parafina

Muy frecuentemente, las muestras de tejidos humanos procedentes de biopsias
se encuentran fijadas en formalina y embebidas en parafina, porque asi fueron pro-
cesadas para su analisis histopatolégico. Este método de conservacion es excelente
para el mantenimiento de la estructura de los tejidos y de los epitopos de sus pro-
teinas, por lo que es utilizado de forma rutinaria por los anatomo-patélogos como
método de conservacién de muestras, pero provoca que los acidos nucleicos sufran
modificaciones quimicas, queden fragmentados y resulten dificiles de extraer. A
pesar de todo, hay ocasiones en las que las Gnicas muestras de tumores o tejidos
disponibles se encuentran en estas condiciones, como es el caso de los estudios en
individuos fallecidos.

Para trabajar con estas muestras y antes de extraer el ADN, se les ha de quitar la
parafina mediante un tratamiento con xileno. Este proceso es muy agresivo y hace
que el ADN se degrade por lo que las moléculas resultantes seran escasas y de pe-
queno tamafo. Posteriormente, hay que cortar el bloque en trozos pequenos como
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hemos visto en el caso del tejido fresco. En el caso de biopsias de tumores, es muy
importante diferenciar ademdas que parte de la muestra es tejido normal y que parte
es tumoral. Para ello, se han implantado hoy dia técnicas muy precisas como la micro-
diseccion laser que permite obtener las fracciones cortadas directamente en un tubo,
evitando la manipulacién y facilitando que no se mezclen las fracciones de tejido
normal con las tumorales. El resto de la técnica de extraccion de ADN serd idéntica
a la descrita en los apartados anteriores. De una biopsia de algunos miligramos, se
pueden recuperar varias docenas de microgramos de ADN de esta forma.

Protocolos de extraccion del ARN

Lo que diferencia esta extraccion de la del ADN, es que se han de tomar todas
las precauciones necesarias en el laboratorio para evitar cualquier fuente de conta-
minacién con RNAsas, pues ya hemos dicho, el ARN se degrada con mucha facili-
dad por estas enzimas. Por lo tanto, habra que seguir estas normas para cualquier
tipo de muestra o tejido: 1) todas las superficies de trabajo deben estar tratadas con
etanol al 70% y con productos especiales como el RNAse ZAP"?”; 2) es necesaria
la utilizacion de guantes estériles durante cualquier manipulacién del ARN; 3) todo
el material fungible con el que se realiza la extraccion, tales como tubos y puntas,
han de ser certificados libres de nucleasas y en el caso de las puntas deberan ademas
llevar filtro; 4) los tampones, el agua y demds soluciones de trabajo de extraccion
han de estar certificadas libres de nucleasas. Por Gltimo, hay que evitar ademas la
contaminacion con ADN, por lo que, en la medida de lo posible, la zona de trabajo
del ADN ha de ser diferente a la del ARN y se tendrd que incubar la muestra ademds
con DNAsa para eliminar los posibles restos de ADN.

Siguiendo todas estas precauciones, las técnicas de extraccién de ARN consisten
en obtener en primer lugar unas células lo més limpias posibles — bien de leucocitos
de sangre periférica, bien de células de cualquier otro tejido una vez homogenei-
zadas-, que posteriormente lisaremos para obtener el ARN. Estas células una vez
obtenidas, se pueden congelar a —-80°C sin que ello afecte significativamente a la
extraccion del ARN. En este caso, es aconsejable que el proceso de la congelacién
se haga en alicuotas debido a la inestabilidad del ARN, para asegurar que mientras
se trabaja con un tubo, no se degradan los demas.

A partir de las células, y debido a las precauciones mencionadas, lo aconsejable
hoy dia es aislar el ARN con algtin kit comercializado a tal efecto, lo que nos permite
asegurar las extremas condiciones de seguridad del protocolo de trabajo descrito.
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Existen diversos kits en el mercado que, basicamente, llevan todos los mismos pasos
esenciales:

1 Lisis eficaz de las células y desnaturalizacion de los complejos de nucleopro-
tefnas presentes en los extractos celulares: se utiliza para ello una combinacion
de detergente (SDS) con tiocianato de guanidina (TCG), que inactiva las RNA-
sas, permitiendo asi que el ARN quede en solucion y aislado de proteinas.

2 Inactivacién de la actividad de las ribonucleasas presentes en la célula: lle-
vado a cabo con la combinacién de TCG y B-mercaptoetanol.

3 Eliminacion de las proteinas: este paso se realiza gracias a la precipitacién
de las proteinas celulares a altas concentraciones de TCG mientras el ARN
permanece en solucion. Seguidamente una centrifugacion limpia el lisado
celular de proteinas y restos, logrando que el ARN precipite selectivamente.

4 Eliminacion del ADN contaminante de las células: se suele incubar con el
enzima DNasa | libre de RNAsas.

5. Dilucién del ARN: EI ARN total se disuelve en agua también libre de RNAsas.
Con este ARN asi extraido, se puede trabajar con cualquier técnica analitica
para ARN.

Tecnicas de andlisis del material genetico.

A partir del ADN y el ARN extraido, las técnicas de analisis y diagnéstico molecular
son idénticas para todo tipo de tejido, e independientes de cual ha sido su protocolo
de extraccion. Por ello, a partir de aqui ya no nos vamos a referir en este capitulo a
la muestra de origen, sino s6lo al acido nucleico utilizado.

Desde que se conoci6 la longitud del ADN (6x10° pares de bases en unos 2 m
de longitud por célula), se supo que para analizar esta molécula, se tenia que sol-
ventar de alguna manera su tremenda longitud. Ademads, se sabe hoy dia que sélo
una parte muy pequena es codificante: se estima que alrededor del 1% del ADN
corresponde a los aproximadamente 25.000 genes existentes, y todo ello se encuen-
tra “junto y revuelto” en esa “sopa” que es la suspension del ADN una vez extraido.
Para individualizar los genes, desde el principio fue evidente que s6lo se podria
hacer estudiandolos por fragmentos.

El primer paso se dio gracias al descubrimiento, a principios de los afios 70, de
unos enzimas que actian como “tijeras” cortando el ADN: las endonucleasas de
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restriccion. Pronto se descubrié que los fragmentos resultantes se podian estudiar
por medio de sondas, describiéndose una técnica fundamental todavia en uso: El
Southern Blot. Quince afnos mas tarde, otro hallazgo de vital importancia fue el des-
cubrimiento de otro enzima: la Taq polimerasa, que esta vez, lo que permitia era
amplificar “In Vitro” fragmentos muy concretos. Con ella llegé la técnica que “re-
voluciond” los estudios genéticos, la Reaccién en cadena de la Polimerasa o PCR.
Estas dos familias de enzimas son auténticas herramientas en la Biologia molecular,
como lo son también las electroforesis, las sondas, etc., gracias a las cuales es po-
sible hoy dia realizar todas las técnicas diagndsticas disponibles. Este capitulo no
puede abordar mas que de una forma muy resumida todo ello, pues corresponde a
manuales mas especificos®® la profundizacién en el tema.

Las herramientas de la Genética Molecular.

Endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccién son unos enzimas que se caracterizan por cor-
tar en el interior del ADN en zonas con secuencias de bases determinadas y espe-
cificas. Las endonucleasas se descubrieron en bacterias y se conocen mas de 1.000,
nombrandose en la mayoria de los casos por medio de las abreviaturas del micro-
organismo del que se han extraido. Los puntos de corte corresponden a secuencias
de 4, 6 0 més bases que se llaman zonas o sitios de restriccion y que estan repartidas
por todo el genoma. La mayoria de los enzimas de restriccion que se usan en Ge-
nética molecular cortan el ADN en el interior de su zona de reconocimiento, pre-
sentando un eje de simetria llamado palindrémico, es decir, la secuencia leida de

5’ a 3’ es igual a su complementaria, leida también de 5" a 3’, o sea a la inversa (Fi-
gura 1).

Figura 1: Algunas endonucleasas de

Nombre Secuencia , - . . ..
restriccion utilizadas en Diagndstico
EcoRl 5....GVAATT C....3' molecular con sus sitios de restriccion
3'....CTTAAAG....5
Fag 5 OYGGCCE 5 0 puntos de corte.
3'......G CCGGAC...5
Hinf | G- GYANTC...... 3
S CTNAAG......5
Pst1 5. CTGCAYG.....3"
3......GAACGT C....5
Not| 5 .....GCYGGCC GC....3"
3'......CG CCGGACG....5’
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Las endonucleasas de restriccion fragmentan el ADN en partes siempre iguales y
previsibles, por lo que una mutacién en una zona de restriccion altera ese corte y por
lo tanto el tamano del fragmento. Este fue uno de los primeros métodos que permitio
detectar de una forma sencilla las mutaciones puntuales. Las aplicaciones de las en-
donucleasas siguen siendo muy variadas hoy dia; en el caso del cancer por ejemplo
en los estudios de metilacién del promotor de varios genes. Pero es importante recor-
dar ademas, que han estado en el origen del descubrimiento de muchos genes, asi
como de los primeros diagnésticos indirectos, gracias a los RFLPs o Fragmentos de
restriccion de longitud polimérfica que se pueden producir con sus cortes.

La Tag-polimerasa

Las ADN polimerasas son enzimas que catalizan la incorporacion de nucleétidos
simples a una molécula creciente de ADN, produciendo asi su duplicacién. Las
ADN polimerasas necesitan un molde monocatenario, y una region bicatenaria para
cebar su actuacion. Pero la temperatura ideal de actuacién de estos enzimas es in-
ferior a la temperatura de unién de la mayoria de cebadores y por supuesto muy in-
ferior a los 95°C necesarios para la desnaturalizacién del ADN, lo que dificultaba
hace unos anos las reacciones In Vitro. El gran hallazgo relativamente reciente en
este campo, fue el descubrimiento de ADN polimerasas en microorganismos que
viven en fuentes termales y cuya actividad no se altera a altas temperaturas. La pri-
mera de ellas fue la que les dio nombre, la de la bacteria Thermus aquaticus (Tag-
polimerasa o Taq), pero posteriormente se han aislado enzimas similares en otros
organismos termofilicos y se dispone asi mismo de Tags obtenidas por ingenieria
genética. El uso principal de las ADN polimerasas termoestables es la PCR, aunque
también pueden emplearse en la sintesis del ADNc, en la secuenciacién, etc., como
veremos en este capitulo.

Electroforesis

Como el ADN esta cargado negativamente, se puede migrar mediante electrofo-
resis en un gel de agarosa, colocandolo en los pocillos del gel realizados en el extremo
del cétodo de una cubeta, para que se desplaza hacia el dnodo. Esta es la forma de
separar los fragmentos de una digestion, o de visualizar si tienen el tamafio adecuado
los fragmentos obtenidos tras una amplificacion. La agarosa es un polisacarido puri-
ficado de agar, gelificante, de cuya concentracion depende el nivel de migracion. Los
fragmentos se separan en funcion del tamano, es decir de su peso molecular, migrando
mas rapidamente los de bajo peso molecular. El voltaje aplicado también interviene
en la velocidad de migracién. La adicién de un colorante —el més utilizado es el azul
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de bromofenol- permite visualizar el avance del ADN en el gel. También es importante
colocar un marcador de peso molecular con una serie de fragmentos conocidos, que
servird de referencia para saber donde se sitta el o los fragmentos que nos interesan.
Los fragmentos de ADN se visualizan posteriormente bajo luz ultravioleta, tenidos
con bromuro de etidio hasta la fecha el cual, por sus efectos téxicos esta siendo re-
emplazado por otros compuestos que también se asocian al ADN produciendo fluo-
rescencia, como puede ser el SYBR-Safe u otros semejantes.

Para resolver fragmentos de ADN de entre 1 y 10 kilobases (kb) de tamafo se
utilizan geles al 0,8% de agarosa y para los de mayor tamafio, de 0,4%; los frag-
mentos de menor tamafio se migran en geles de 1,5 a 2,5%. Estos Gltimos son los
utilizados en las electroforesis para visualizar fragmentos obtenidos por PCR pues,
como mas adelante veremos, son de bajo peso molecular. Para resolver fragmentos
muy pequefios, incluso de unos cuantos pares de bases hemos de recurrir a geles
de poliacrilamida.

El Southern Blot

Southern, en 1975, describié una técnica por medio de la cual lograba transferir
los fragmentos de ADN producidos mediante las endonucleasas de restriccion y se-
parados en un gel de electroforesis, a una membrana sélida. Esta membrana, ini-
cialmente de nitrocelulosa -hoy dia de nylon- se puede hibridar con diversas sondas
de ADN permitiendo un analisis muy preciso de regiones del genoma. Esta técnica
histérica lleva su nombre: Southern Blot o Southern Blotting.

La transferencia se realiza con el ADN previamente desnaturalizado para que
luego se pueda hibridar, lo que se consigue tratando el gel con hidréxido sédico y
posteriormente con una solucién neutralizadora. A continuacién el gel se coloca
en una bandeja con un tampdn adecuado y se cubre con la membrana de nylon.
Encima se ponen numerosos filtros de papel y un peso, y el conjunto se cierra con
film eldstico. La solucion del tampén, altamente salina, pasara a través del gel hacia
el filtro, arrastrando el ADN. Cuando la transferencia se haya completado, la mem-
brana se mete en un horno para fijar el ADN y poder trabajar con seguridad de no
perderlo en las hibridaciones.

Sondas de ADN e hibridaciones
Por la especificidad del apareamiento de las bases nitrogenadas del ADN, un
fragmento de ADN en forma de cadena Unica tenderd a unirse —hibridarse- con otro



Técnicas de diagndstico molecular

fragmento que sea exactamente su complementario. Tres puntos son importantes a
resefiar cuando se habla de hibridaciones: las sondas, el marcaje y la hibridacion.

Sondas: Para que las hibridaciones sean de utilidad analitica, es necesario
disponer de fragmentos conocidos —llamados sondas-, y que estos estén mar-
cados para su visualizacién. Se suelen utilizar tres diferentes tipos de sondas:
1) Las sondas de ADN genémico, que son segmentos de ADN de doble ca-
dena que han sido aislados y amplificados clonandolos en algin vector; 2)
Las sondas de ADNc, que son también de ADN de doble cadena pero pro-
ducido “InVitro” a partir del ARNmy 3) Las oligosondas, de cadena sencilla,
mucho mds cortas que las anteriores y sintetizadas quimicamente.

Marcaje: Para la visualizacion del ADN hibridado con alguna sonda, hay que
marcar ésta previamente. Son numerosos los tipos de marcaje, desde los ra-
diactivos utilizados durante muchos afos, hoy en desuso, hasta todo tipo de
moléculas quimioluminiscentes, fluorescentes etc. En todos los casos, se ne-
cesitaran técnicas de deteccion especificas, con sistemas sensibles a las di-
versas emisiones, desde las auto-radiografias en placa, también en desuso,
hasta los modernos sistemas de documentacion de geles equipados también
para otro tipo de emisiones como la quimioluminiscente o los potentes soft-
wares de deteccién de fluorescencia de los secuenciadores.

Hibridaciones: Por dltimo, con respecto a las hibridaciones, es importante des-
tacar que es de vital importancia ajustar las condiciones de hibridacion (tem-
peraturas y tampones) para que las cadenas complementarias se unan. Estas
condiciones dependen de la naturaleza del fragmento problema a hibridar, de
la sonda utilizada y del tipo de marcaje, por lo que el conocimiento a fondo
de cada caso en concreto es fundamental en el diagndstico molecular.

Técnicas de amplificacion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La

reaccion en cadena de la polimerasa o PCR como comdnmente se conoce

(del inglés Polymerase chain reaction) es un método enzimatico de amplificacion
de secuencias especificas de ADN, concebido por Kary Mullis y sus colaboradores
a principios de los anos 80, basandose en las propiedades de la Taq polimerasa.
Este método permite la sintesis in vitro de un fragmento de ADN de tal forma que,
en cada ciclo del proceso, se duplica el nimero de moléculas existentes previa-
mente, obteniéndose asi un nimero exponencial de copias de la secuencia concreta
amplificada. Dicha metodologia ha supuesto una auténtica revolucién en el campo
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de la Biologia y la Genética molecular y su aplicacién en el diagnéstico genético
es en la actualidad imprescindible.

La PCR es una técnica muy simple en el concepto y en la ejecucioén, pero requiere
conocer exactamente la secuencia que se va a amplificar. Con esta secuencia, se dise-
fian unos pequenos segmentos de nucledtidos - lamados iniciadores, cebadores o pri-
mers- complementarios a la secuencia de nucledtidos de los extremos opuestos de las
cadenas que flanquean dicha secuencia. A partir de estos primers se iniciard la elon-
gacion o sintesis de nuevas cadenas en el extremo 3’ de cada iniciador (Figura 2).

Figura 2: Esquema general del prin-
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Para una buena efectividad de la PCR, son importantes los siguientes parametros:
un suministro abundante de primersy de desoxinucleétidos trifosfatados (ANTPs); una
fuente renovada de Taq polimerasa, y unos ciclos precisos y periédicos de cambios
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de temperatura. Estos Gltimos se realizan mayoritariamente en tres etapas: la desnatu-
ralizacion del ADN a unos 95° C, la hibridacion de los primers con las secuencias de
interés (entre 50 y 60° C) y la sintesis del ADN o elongacién a +/- 72° C. Las tempe-
raturas varian en esos margenes en funcion de la secuencia del fragmento que se desee
amplificar, que es lo importante para detrminar las condiciones de la reaccion. Para
poder pasar de una forma eficaz y comoda de una temperatura a otra, se realiza todo
el proceso de forma automatica en unos aparatos llamados termocicladores. Con ellos,
el poder de la amplificacién por PCR es tan alto, que hasta los mds pequenos conta-
minantes pueden ser también amplificados, proporcionando falsos positivos, por lo
que el material y las soluciones a emplear deben estar muy controlados.

En la realizacion de una PCR si se incluye sélo una pareja de iniciadores o pri-
mers, obtendremos un Gnico producto de PCR, pero pueden afiadirse mas de una
pareja de iniciadores obteniéndose asi mds de un producto de PCR; esto es lo que
se conoce como PCR mdiltiplex. Para poder incluir mas de una pareja de iniciadores
en la reaccién de PCR es necesario que los productos resultantes de cada par tengan
diferente tamafio, pero que las condiciones de amplificacion sean las mismas.

Las aplicaciones de la PCR son mdltiples y parecen estar sélo limitadas por la ima-
ginacion de los cientificos. Los productos de PCR se someten a todo tipo de electro-
foresis y/o técnicas complementarias que se describirdn a continuacién, para analizar
el fragmento amplificado. Por ejemplo: una simple digestiéon con endonucleasas de
restriccion de un fragmento PCR, y su posterior migracién en un gel de agarosa con
tincién de Bromuro de Etidio, nos puede mostrar una mutacion de un cambio de base
que afecte al sitio de restriccion, como se puede apreciar en la Figura 3.

Figura 3: Digestion con un enzima de restriccion
de un fragmento de PCR de diversos individuos
de una familia en donde se segrega un polimor-
fismo del gen BRCA1. M es un marcador de
pesos moleculares y la linea 5 es el producto
PCR bruto sin digerir. Las lineas 3, 4y 7 corres-
ponden a la digestion de los individuos que lle-
van los dos alelos en homocigosis y las lineas
1, 2, 6 y 8 muestran la digestion de los indivi-
duos que llevan los dos alelos polimdrficos en
heterocigosis.
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Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)

La RT-PCR es un método sensible y versatil empleado para obtener ADNc libre a
partir de ARNm, que puede ser facilmente adaptado para identificar mutaciones y po-
limorfismos en las secuencias transcritas y medir la expresion de un gen cuando la can-
tidad de ARNm es limitante y/o cuando el ARN de interés se expresa en muy bajo nivel.

La RT-PCR utiliza como molde ARNm, y el enzima que sintetiza las nuevas molé-
culas es la transcriptasa inversa o reversa. La transcriptasa reversa es una enzima uti-
lizada por todos los retrovirus y retrotransposones que transcriben a ADN la
informacion genética del virus o retrovirus -que es ARN-, para que pueda integrarse
en el genoma del huésped. Igual que en los organismos vivos, el primer paso de la
RT-PCR en el laboratorio es la conversién enzimatica del ARN a ADNc de cadena
simple, para lo que se utiliza un primer sintético de oligodeoxinucleétidos que se hi-
brida al ARNm y es extendido por la ADN polimerasa dependiente de ARN o trans-
criptasa reversa. Dependiendo del propésito del experimento, el primer para la sintesis
del ADNc puede ser especificamente disefado para hibridarse a una region particular
de un ARNm en concreto, o puede unirse a todos los ARNm; en este caso utilizaremos
los [lamados random hexanucleétidos. Estos son primers que se unen a zonas del
ARN comunes a la mayoria de los ARNm, de forma que son copiados a ADNc todos
los ARNm que se han extraido y no los de un gen en concreto.

PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real también Ilamada PCR cuantitativa a tiempo real (RTQ-
PCR), es un método de amplificacion y de cuantificacion de ADN simultdneamente,
de tal forma que después de cada ciclo de amplificacion, el ADN es cuantificado.
Para ello, se utiliza un marcaje fluorescente que se intercala en las cadenas dobles
de ADN que se estan sintetizando y modifican las sondas de oligonucleétidos de
ADN que fluorescen cuando se hibridan con un ADN complementario. Normal-
mente, la PCR a tiempo real se utiliza combinada con la RT-PCR, de tal forma que
permite cuantificar la abundancia de ARNm, es decir, la expresion relativa de un
gen en un tiempo, en una célula particular, o en un tipo de tejido.

Como en las anteriores técnicas de PCR que hemos visto, son necesarios diversos
pasos para desarrollar un ensayo de PCR cuantitativa. Esto incluye la obtencion de
una muestra limpia, el disefio de primers especificos, y una optimizacién de las con-
diciones de reaccion. Para algunos genes, todas estas condiciones de PCR estan or-
ganizadas en una base de datos accesible on-line: (http://www.realtimeprimers.org)
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que facilita la realizacién del ensayo. Como en cualquier otra reaccién de PCR, el
producto de la PCR en tiempo real se duplica en cada ciclo y las sondas que se unen
al ADN de doble cadena emiten fluorescencia que es recogida por el termociclador
adecuado para este tipo de reaccion, y asi se va cuantificando. La grafica que repre-
senta esta fluorescencia con respecto al nimero de ciclos da una curva sigmoidal. El
momento o punto donde la fluorescencia comienza a incrementarse rapidamente, se
denomina ciclo threshold (Ct). Si se comparan los valores de Ct entre diversas reac-
ciones de un mismo producto, pero de diversos pacientes, o de diferentes tejidos de
un mismo paciente, podremos calcular la concentracion inicial del ARNm y medir
de esa forma si su expresion es normal o esta alterada.

Técnicas de deteccidon de mutaciones.

La deteccién de mutaciones es el aspecto fundamental en el diagnéstico mole-
cular de las enfermedades hereditarias, confirmando la causa genética de la enfer-
medad, ademas de contribuir al entendimiento de la estructura de las proteinas, su
funcionamiento y expresién. También es importante en el diagnostico de pacientes
asintomaticos, estudiando el modo de herencia en una familia, descubriendo por-
tadores e intentando predecir el fenotipo clinico, sobre todo en los casos de familias
con penetrancia incompleta o con nuevas mutaciones. La deteccién precisa de una
mutacién la dard en la mayoria de los casos la lectura de su secuencia, pero no
siempre se empieza estudiando ésta directamente, ya que existen diversas tecnolo-
gias que sirven para identificar la presencia de diferencias en las secuencias sin pre-
cisarlas, y asi reducir el nimero de muestras que es necesario secuenciar.

Existen muchos métodos de cribado de mutaciones 7 o, mas correctamente ha-
blando, de deteccién de alteraciones en el ADN, ya que no todas son mutaciones
responsables de enfermedad. Cada uno suele ser especifico de la secuencia a estu-
dio, del tipo esperado de mutacién (mutacion puntual, delecién, reordenamiento
complejo, etc.), del tamafio y estructura del locus y/o gen a estudio, asi como de si
las mutaciones son conocidas o desconocidas. La fiabilidad y la sensibilidad anali-
tica de las diferentes técnicas varia de una a otra, y de un laboratorio a otro, pero
con todas, lo que se pretende es que el estudio de genes de gran tamano se realice
con la mayor rapidez y de la forma mds econémica posible, ya que de otra manera
su abordaje seria s6lo posible por muy pocos y escogidos laboratorios.
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Hasta hace poco, en el caso de mutaciones conocidas, si se trataba de grandes
deleciones, el Southern Blot que ya se ha descrito era una buena técnica. Para el caso
de mutaciones puntuales, si se sabe o se imagina que éstas alteran un sitio de restric-
cién, podemos usar la técnica del Corte enzimatico, que consiste en una simple PCR
seguida de una digestion con el enzima de restriccién adecuado, algo que también
se ha visto previamente (Figura 2). Pero como en el caso de los genes que predisponen
al cancer, de lo que se trata es de buscar una mutacién desconocida en un primer in-
dividuo en la familia o caso indice, disponemos hoy dia de numerosas técnicas de
cribado, de las que describimos a continuacién las mas utilizadas:

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

La electroforesis en geles de gradientes desnaturalizantes (DGGE), hace posible
la deteccién de polimorfismos y/o mutaciones del ADN basandose en dos princi-
pios: 1) las propiedades de renaturalizacion de las cadenas de ADN, que pueden
forman heteroduplex cuando hay una alteracion, debido a un apareamiento inco-
rrecto entre las cadenas normales y las alteradas y 2) la diferente migracion de los
fragmentos de cadena sencilla en funcion de su secuencia. La técnica comienza
con una PCR del fragmento a estudio en la que, para producir los heteroduplex, se
debe anadir después del dltimo ciclo un ciclo de desnaturalizacion y otro de rena-
turalizacion. Los productos de PCR se someten entonces a una electroforesis en un
gel de poliacrilamida, bajo condiciones de desnaturalizacion progresiva (con con-
centraciones de formamida o urea definidas para cada estudio) con las que el ADN
va separando su doble cadena hasta convertirse en ADN de cadena simple. Esta es-
tructura, asi modificada, reduce la capacidad de las moléculas para moverse a través
del gel, y la migracion de los fragmentos se retarda, algo que se favorece ademas
por la utilizacién de cebadores con una cola de CGs. Como el punto en el que el
ADN se separa, llamado punto de fusién o Temperatura de “meeting” (Tm) depende
de la secuencia de los nucledtidos, una mutacién puntual implicard una modifica-
cién de laTm y la ubicacion final de las moléculas en el gel no serd la misma. Caso
de haber alteraciones, el resultado sera la visualizacién de diferentes bandas en el
gel (Figura 3).

La DGGE distingue con precisién los genotipos homocigotos de los heterocigotos
para un fragmento determinado de ADN: los individuos homocigotos -tanto si son
normales como si estdn mutados o alterados- formaran homoduplex que migran en
una sola banda, pero la migracién sera diferente si tienen diferente secuencia, aun-
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que sélo se diferencien en una sola base. Los genotipos heterocigotos presentaran
cuatro combinaciones que corresponden al ADN normal, al mutado y a los dos

tipos de heteroduplex posibles que se forman a causa del emparejamiento erréneo
y de la desnaturalizacién rapida en el gel (Figura 4).

Figura 4: Productos de PCR de un fragmento de ADN que contiene un polimorfismo, migrados
en un gel de DGGE. Las cuatro primeras carreras corresponden a una de las variantes en ho-
moduplex y las cinco tltimas a la otra variante también en homoduplex. En la 52 carrera (de
izquierda a derecha) un fragmento es heterocigoto, lo que produce las cuatro combinaciones
homoduplex y heteroduplex posibles. La visualizacion se realiza con una simple tincion con
Bromuro de Etidio.

La DGGE ha sido una técnica muy utilizada, ya que permite detectar casi el 95%
de las diferencias en la composicion de las secuencias y no es necesario el uso de
is6topos radiactivos. Sin embargo, para cada fragmento a estudio hay que poner a
punto las condiciones de desnaturalizacién utilizando un programa informatico
complejo, por lo que la puesta a punto inicial es compleja y de mayor coste que
otras por los oligonucleétidos con el extremo CG.

Una variante de la DGGE es la electroforesis en geles de gradiente de tempera-
tura (TGGE). En esta variante, las condiciones de desnaturalizacién progresiva se
logran mediante un gradiente de temperatura, y no por cambios en la concentracion
de los reactivos, como sucede en la DGGE. Este método es interesante porque puede
emplearse también para analizar ARN de cadena simple y proteinas.



Céncer Hereditario

Conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE)

Los dos principios en los que se basa esta técnica son los mismos que en la
DGGE, excepto que aqui los geles no son desnaturalizantes. El método esta basado
s6lo en el principio de que los homoduplex y heretoduplex de ADN tienen diferente
movilidad cuando se les somete a un campo eléctrico.

En la CSGE, los productos de PCR son sometidos a un proceso de desnaturaliza-
cién y posterior reasociacion de forma lenta, disminuyendo la temperatura desde
95°C hasta los 20°C. Cualquier acoplamiento erréneo entre las hebras de ADN dard
lugar a una estructura tridimensional diferente, cuya movilidad se reducira propor-
cionalmente al grado de divergencia de las secuencias (Figura 5).

Figura 5: Productos de PCR de los exones 2y 20 del gen BRCA1 migra-
dos mediante la técnica CSGE y tefidos con plata. Si comparamos la
primera carrera con las tres siguientes, se observa la diferente migra-
¢ion que indica la sospecha de una posible mutacion en el exon 20.

Las electroforesis en la CSGE se llevan acabo a unos 210V
durante toda la noche en geles de acrilamida que se suelen tefir

con nitrato de plata. Las muestras que presenten mas de una
banda seran las que posteriormente habran de ser secuenciadas —como en la DGGE-
para determinar el tipo de variacion. Este método de busqueda de mutaciones se
ha extendido notablemente dado que tiene una alta especificidad (casi el 100%),
una sensibilidad aceptable, -entre 76 y 96% segtn los diversos estudios-, y no se
necesita radiactividad.

Heteroduplex Analysis by Capillary Array Electrophoresis (HA-CAE)

Se ha descrito muy recientemente una variante de la técnica CSGE que es el analisis
de los heteroduplex por electroforesis capilar. Es una adaptacién de la técnica CSGE a
un sistema multicapilar basado en la deteccién de los fragmentos por fluorescencia.
Para ello, se utilizan cebadores o primers marcados fluorescentemente en reacciones
de PCR “multiplex”, seguido de la formacion de heteroduplex y posterior electroforesis
en un secuenciador de ADN multicapilar. Es una técnica muy reciente, que parece
tener una alta sensibilidad y especificidad, y ademas es muy rapida, ya que se puede

s
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analizar por ejemplo los exones de los genes BRCA1 y BRCA2 de 2 pacientes de una
sola vez, si el secuenciador utilizado contiene 16 capilares " (Figura 6)
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Figura 6: Electroferogramas de analisis de heteroduplex capilar mostrando el patron normal
(A), patron alterado correspondiente a una mutacion del tipo insercion/delecion (B), y el amplio
rango de patrones que presentan las sustituciones de nucledtido (C-F). B) Mutacion deletérea
frameshift ¢.9538_9539delAA (BRCA2); C) polimorfismo missense ¢.3199G>A, p.N991D
(BRCA2); D) mutacion missense ¢.7987C>T (p.L2587F) de BRCA2; E) mutacion patogénica non-
sense ¢.7288C>T (p.Q2354X) de BRCA2; F) Mutacion missense ¢.2353C>G (p.L709V). La escala
de grises es debida a la utilizacion de tres colores diferentes (azul, verde y gris), que reflejan
los tres fluorocromos empleados (FAM, HEX y NED, respectivamente). Los picos sin fondo
(rojos en el original) muestran el estandar de tamafio Genescan ROX-500.

Foto cedida por Eladio Velasco Sampedro, del Instituto de Biologia y Genética Molecular de la Univer-
sidad de Valladolid.
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Por tanto, las ventajas de esta variante frente a la que necesita geles, son la rapi-
dez y el menor coste econémico. La desventaja es que requiere de un equipamiento
que no esta disponible en todos los laboratorios de forma continuada.

Single-Stranded Conformation Polymorphism (SSCP)

La Single-Stranded Conformation Polymorphism o SSCP es una técnica sencilla,
que se fundamenta en los cambios de conformacién que presentan dos cadenas
sencillas de ADN que difieren entre si en un Gnico nucledtido. Los principios en
los que se basa son parecidos a los de las tres técnicas que se han expuesto previa-
mente excepto que aqui se migra desde el principio el ADN en forma de cadena
sencilla y por lo tanto no se forman heteroduplex. Es por ello una técnica de utilidad
para el cromosoma X, asi como para estudios de ARN.

El gen que se desea estudiar se amplifica como antes en fragmentos mediante
PCR. Los productos de PCR se desnaturalizan a 94°C y se enfrian rapidamente en
hielo con el fin de impedir su reasociacion. Las moléculas de cadena simple forman
estructuras secundarias estables en las que una sola alteracion cambia su movilidad
en el gel y ese es el principio de la SSCP. La visualizacion en el mismo se logra ge-
neralmente marcando el ADN con un nucleétido radiactivo que se introduce en la
PCR (normalmente el 32P dCTP) y las bandas se detectan en una placa fotografica
tras exposicion a -80°C. El método es muy resolutivo y su aplicacién es técnicamente
simple pero, dado que el cambio de movilidad decrece a medida que aumenta el
tamano del fragmento, esta técnica sélo es (til para fragmentos cortos de ADN (90%
de eficacia para fragmentos de unas 200 pb). Si se trata de fragmentos mdés largos
(300-350 pb), el método se vuelve insensible a algunas mutaciones. Ademds, el
comportamiento electroforético de las moléculas de cadena simple es bastante im-
predecible, ya que depende mucho de la temperatura, de los aditivos y de las con-
diciones en que ocurre la migracion. El limite de deteccion de este método puede
incrementarse de todas formas utilizando ARN ya que su estructura secundaria es
mucho mas sensible a un cambio de secuencia.

Denaturing High-Performance Liquid Chromatography (DHPLC)
La DHPLC es un método de cromatografia liquida de alto rendimiento que puede

detectar diferencias de secuencia tanto de un solo par de bases, como también las
inserciones y delecciones. Esta basada en los perfiles de desnaturalizacién que pre-
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sentan las moléculas de ADN homoduplex y heteroduplex que se separan por una
cromatografia liquida de fase reversa a través de una matriz especial que utiliza un
gradiente de concentracién de acetonitrilo y una temperatura parcial desnaturali-
zante. En este método, el producto de PCR se utiliza directamente, sin pasar por
ningln proceso previo como sucede con los tres métodos descritos previamente. A
lo largo de la reaccién PCR, en un fragmento amplificado de ADN, se crea una mez-
cla de heteroduplex y homoduplex debido a los nucleétidos que se asocian erréne-
amente a causa de mutaciones y/o polimorfismos. Si esta mezcla de fragmentos se
hace migrar mediante DHPLC en condiciones parcialmente desnaturalizantes, los
heteroduplex fluyen de la columna antes que los homoduplex debido a su tempe-
ratura de fusién mds baja. Esta técnica requiere una alta optimizacién de las condi-
ciones para cada fragmento de PCR siendo necesaria la utilizacién de multiples
temperaturas para alcanzar un grado de sensibilidad del 100% '*. La DHPLC es por
tanto una técnica tremendamente sensible pero muy compleja, que requiere un apa-
rataje costoso y una cuidada interpretacion. Otra desventaja de esta técnica con
respecto a las anteriores, es que la migracion y andlisis se ha de hacer exon por
exén o fragmento por fragmento, por lo que no se pueden realizar amplificaciones
multiples mientras que en las técnicas anteriores se puede llegar a analizar hasta
cuatro fragmentos a la vez.

Protein fruncating Test (PTT)

La PTT o Test de la proteina truncada es un método disenado de forma especifica
para detectar mutaciones que causan la aparicion de un codén de parada (o codén
stop) prematuro en la secuencia del ADN, produciendo una proteina mas pequefia
o proteina truncada. Es un método técnicamente complejo, muy sensible para este
tipo de mutaciones pero inaplicable para la deteccion de otro tipo de variaciones
del ADN.

El método consiste en la amplificacion mediante PCR de distintas regiones del
fragmento a estudio utilizando cebadores que, ademds de contener su secuencia
homéloga, contienen la secuencia del lugar de iniciacién de la transcripcién para
la ARN polimerasa de T7, y un codén ATG de iniciacién. Los fragmentos amplifica-
dos se utilizan como moldes en una reaccién de transcripcion In vitro utilizando la
ARN polimerasa de T7, obteniéndose asi moléculas de ARN que son simultanea-
mente traducidas a proteina en presencia de un aminoacido marcado. Las proteinas
obtenidas se cargan en un gel de acrilamida-SDS, que permite detectar su tamano
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y por ello, la aparicién de proteinas con un tamafo inferior al esperado respecto a
un control de secuencia normal, que seria indicativo de la existencia de una muta-
cién de codon stop.

High-Resolution Melting (HRM)

El analisis por High Resolution Melting (HRM) es un nuevo método introducido
en 2003 por la Idaho Technology and the University of Utah '*, para mejorar las téc-
nicas que se han comentado previamente, que utilizaban el lamado punto de fusién
o temperatura de melting para diferenciar una secuencia de otra mutada. En los Ul-
timos anos se ha mostrado como una técnica muy prometedora de cribado de mu-
taciones con numerosas publicaciones que demuestran su aplicabilidad en diversos
tipos de variaciones de secuencia (polimorfismos, mutaciones, diferencias epigené-
ticas, etc) porque utiliza fragmentos amplificados por PCR pero sin necesidad de
realizar tratamientos post-PCR.

El andlisis por HRM requiere una amplificacién inicial por PCR de la secuencia
diana en presencia de un marcador de unién al ADN que genera un fuerte sefal
fluorescente sélo cuando se une a la doble cadena de ADN. Estos productos de PCR
se calientan luego forzando al ADN a pasar de cadena doble a cadena sencilla con
el resultado de una disminucion en la fluorescencia. En el caso de normalidad —la
llamada secuencia salvaje-, se produce un perfil o curva de melting caracteristico
de cada fragmento, con un punto de melting tipico que es el punto donde la fluo-
rescencia es mayor a una temperatura dada. Las variaciones o mutaciones presentes
en otras muestras pueden ser detectadas tanto como un desplazamiento en el punto
de melting de la curva, o como un cambio en la forma de dicha curva de melting.
Los perfiles de las curvas de melting se comparan utilizando un software especifico
que determina por si mismo el genotipo de las muestras analizadas por HRM, siendo
por lo tanto un proceso simple y semi-automatico, no necesitandose experiencia ni
en hibridacién ni en marcaje de sondas.

Secuenciacion

Para cambios de una o unas pocas bases, la secuenciacion es considerada como
la técnica dltima, la definitiva (Gold Standard), aquella por la cual se sabe exactamente
si un fragmento estd o no alterado y qué cambio lleva. Aunque utilizada en algunos
laboratorios como método directo de bisqueda de mutaciones, no es norma general,
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debido a su alto coste y al equipamiento que requiere. Por ello se recurre a la secuen-
ciacion sélo en aquellos casos en los que se ha visto, mediante cualquiera de las téc-
nicas previamente explicadas, que hay una alteracion en la secuencia.

La técnica utilizada hoy dia se basa en la ideada por el equipo de Sanger y cola-
boradores en el afio 1977 ® utilizando ADN polimerasa y los terminadores de cadenas
llamados didesoxinucledtidos. Se trata de una sintesis enzimatica que, por accion de
una ADN polimerasa y a partir de un primer u oligonucleétido cebador de secuencia
complementaria a la molécula del ADN a estudio y convenientemente marcado, va
incorporando al extremo 3~ de la cadena en crecimiento dNTPs (2 "-desoxinucleétidos)
y ddNTPs (27,3 "-didesoxinucleétidos) que se encuentran juntos en la mezcla de reac-
cion. Los ddNTPs difieren de los dNTPs en que les falta el grupo hidroxilo del carbono
3" del azlcar, de manera que su incorporacion evita la formacién del enlace fosfo-
diéster entre la cadena en crecimiento y el siguiente nucleétido a incorporar, y esto
consigue que no se incorporen mas nucleétidos por lo que la cadena que se esta sin-
tetizando se detiene. Con ello, se generan al azar fragmentos de ADN de todos los ta-
manos de forma controlada en posiciones especificas.

Con el gran desarrollo tecnolégico que ha habido en los tltimos afios, las técnicas
de secuenciacién han mejorado sensiblemente y se han automatizado. Hoy dia, las
reacciones de secuencia se llevan a cabo en termocicladores y la separacién de los
fragmentos generados se realiza en un secuenciador automatico. La utilizacién de ter-
mocicladores permite controlar las temperaturas automaticamente y poder repetir los
ciclos tantas veces como sea necesario, a diferencia del método original en el que
solo se realizaba un ciclo. De esta manera se obtiene una elevada sensibilidad al ser
necesaria una menor cantidad de ADN. Otra ventaja importante es que se puede
llevar a cabo la secuenciacién directa a partir de los productos de PCR del fragmento
a estudio, mientras que las primeras moléculas secuenciadas con la técnica de Sanger
eran a partir de productos clonados cuya obtencion era muy costosa y laboriosa.

Otra mejora importante con respecto al método inicial ha sido la referente al tipo
y forma de marcaje de los oligonucledtidos ya que al principio, habia que trabajar
con radiactividad y con cuatro tubos diferentes. Hoy dia se utiliza el lamado método
de secuenciacion de terminadores marcados, en el que se marcan los cuatro ddNTPs
con una molécula fluorescente —fluorocromo- diferente cada uno, por lo que la reac-
cion se realiza en un dnico tubo. Los fragmentos obtenidos se identifican por el Gltimo
nucledtido de cada fragmento gracias al tipo de molécula fluorescente que tiene li-
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gada. Ademas, en el mismo secuenciador automatico se realiza la separacion elec-
troforética de los fragmentos y la deteccion de los productos.

Los secuenciadores contienen un laser que excitan las moléculas fluorescentes en
una longitud de onda y la fluorescencia es detectada por una camara de deteccion.
Los datos obtenidos por esta cdmara son transmitidos a un software adecuado que los
interpreta y les asigna el nucleétido. Con ello, los resultados se muestran en forma de
electroferogramas que presentan a los fragmentos de ADN marcados en forma de
picos en el eje de las “Y”, con el tiempo de la electroforesis en el eje de las “X”. Cada
pico es identificado segun el fluorocromo usado para los cuatro nucleétidos: A, T, G,
o C (Figura 7).
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Figura 7. Electroferogramas de secuencias: A) Fragmento del exén 16 del gen BRCA2: |a flecha
indica una mutacion puntual; B) Fragmento del exon 10 del gen CHEK2: la flecha indica la de-
lecion 1100delC.

Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)

Las técnicas descritas hasta aqui, sélo pueden detectar cambios de una o de unas
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pocas bases. Para la bisqueda de mutaciones producidas por alteraciones en frag-
mentos mas grandes se ha utilizado mucho el Southern Blot tal y como se ha dicho,
pero recientemente se han descrito dos nuevas técnicas: la MLPA y la MAPH, esta
Gltima ya en desuso por su compleja manipulacién. El MLPA permite detectar cam-
bios en el nimero de copias de la secuencia del genoma, es decir, permite averiguar
si hay duplicaciones, inserciones y delecciones y ello, tanto para fragmentos pe-
quefos, como para fragmentos grandes, del orden de varios exones e incluso de
genes enteros. Es una técnica que se ha extendido de forma rapidisima en los Gltimos
tiempos ya que utiliza muy poca cantidad de ADN al basarse en PCR mdltiplex y
permite amplificar simultdneamente hasta 45 secuencias especificas (Figura 8).

El principio de la MLPA ™ (cuyo protocolo de trabajo esta disponible en la pagina
Web: www.mrc-holland.com) se basa en la hibridacion del ADN a estudio con dos oli-
gonucledtidos o sondas, seguida por una union (ligation) de ambas sondas y posterior
amplificacién por PCR de los productos ligados. La sonda de la izquierda presenta una
secuencia de unién especifica para cada fragmento a estudio y una secuencia terminal
que es comun a todas las sondas y que posteriormente servird de regién de unién para
los cebadores en la PCR. La sonda de la derecha es més larga y esta compuesta por las
dos regiones presentes en la sonda de la izquierda mas una secuencia espaciadora. Esta
secuencia espaciadora se ha disenado de manera que tenga diferente nimero de bases
para cada fragmento, con lo que se determina asi el tamafio final de cada uno de los
productos amplificados por PCR, lo que permite disefiar mdltiples fragmentos diferentes
que, tras migrar en un secuenciador, se separaran segin su tamafo (Figura 8).
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Figura 8: Electroferograma del gen MSH2 mostrando una delecion de los exones 4,5y 6 en
un caso de Cancer de Colon Hereditario No Polipésico.
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Como en todas estas técnicas, se requiere un equipamiento adecuado en el la-
boratorio y un entrenamiento en la interpretacion de los electroferogramas, ademas
de sondas especificas disefiadas para cada region del genoma a estudio. Pero como
hemos dicho, a pesar de todo ello esta técnica se estd implementando de forma
muy rapida por su extremada sensibilidad y versatilidad y por el rapido disefo de
sondas para diferentes regiones que estd realizando el equipo de MRC-Holland.

Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments (QMPSF)

La QMPSF es otro método que ha demostrado ser sensible para la deteccion de
deleciones y duplicaciones, y que por ello es utilizado normalmente en algunos la-
boratorios de diagnostico molecular. Se trata de un método por el que secuencias
gendmicas cortas son amplificadas simultaneamente bajo condiciones de PCR ade-
cuadas utilizando primers marcados, y posteriormente los fragmentos resultantes
son migrados en un secuenciador automdtico. La determinacion de las variaciones
en el nimero de copias se consigue normalizando los resultados obtenidos frente a
controles normales '°.

Otras técnicas

Alteraciones epigenéticas

Inestabilidad de microsatélites.

Los microsatélites son secuencias repetitivas cortas de ADN, que se repiten de
forma polimérfica en la poblacién. A principios de los afos 90 se puso de manifiesto
que en algunos tejidos tumorales, se presentaba una mayor inestabilidad en algunos
microsatélites (IM), y que ésta iba asociada sobre todo a mutaciones en los genes
de reparacion de errores de apareamiento del ADN, los Mismatch repair genes
(MMR), responsables del cancer de colon hereditario no polipdsico (CCHNP).

Hoy dia se conocen perfectamente los microsatélites inestables en el CCHNP y
existen kits comercializados para su amplificacion por PCR, y posterior separacién y
estudio en un secuenciador automatico, por lo que la técnica no merece una mayor
explicacion en este capitulo. Simplemente sefialar, que es importante estudiar tanto
el tejido tumoral como el tejido sano para poderlos comparar, y que se considera in-
estabilidad positiva, cuando se observan diferencias en el nimero de repeticiones en
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mas de dos microsatélites informativos, siendo un microsatélite informativo aquel en
el que se pueden distinguir los dos alelos, es decir los heterocigotos.

La técnica de inestabilidad de microsatélites permite un cribado previo impor-
tante de los casos de CCHNP antes de pasar al estudio de los genes responsables
del mismo y es de gran utilidad en la practica clinica.

Metilacion

El cancer es una patologia debida a factores genéticos y ambientales. La estabilidad
del genoma asi como la correcta expresion génica, estan mantenidas en gran medida
por un patrén prefijado de metilacién del ADN. Este equilibrio se destruye en el cancer,
pues las regiones reguladoras de algunos genes supresores de tumores se hipermetilan
(como ocurre en p16, BRCA1, hMLH1 y p14) y ello conduce a la inactivacion del gen.

La metilacion de la citosina que se localiza en el dinucledtico CpG es la principal
modificacion epigenética en humanos 2. Los dinucleétidos CpG no estan distribuidos
al azar, sino que existen zonas especialmente ricas en ellos denominadas islas CpGs,
que normalmente no estan metiladas en tejido normal, y que se localizan en las regio-
nes iniciales de los genes o promotores. Si las islas CpG presentan metilacion, los fac-
tores de transcripcion no pueden unirse y el gen no se transcribe.

La tecnologia que ha permitido estudiar la metilacion se basa en la modificacion
del ADN con bisulfito sddico, acoplada con PCR. El tratamiento con bisulfito convierte
la C no metilada en T pero mantiene la C metilada. Tras el tratamiento con bisulfito, la
amplificacion de los fragmentos de interés se lleva a cabo de dos formas: bien mediante
cebadores especificos de metilacion (en Inglés MSP o methylation-specific polymerase
chain reaction), bien mediante cebadores inespecificos que amplifican tanto las se-
cuencias metiladas como las no metiladas. También se puede asociar el tratamiento
con bisulfito a PCR cuantitativa, o a andlisis de restriccion o a secuenciacion, para re-
alizar otras técnicas complementarias '°.

Pérdida de heterocigosidad

De la misma forma que hemos visto para la IM, la pérdida de heterocigosidad (LOH)
de algunos locus o fragmentos concretos de ADN puede ser una sefal fiable de que
existen anomalias en los genes supresores de tumores. De ahi que es importante su
puesta a punto en un laboratorio. Estos estudios permiten extrapolar los resultados de
los marcadores con pérdida de heterocigosidad utilizados a la presencia de mutaciones
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heterocigotas o incluso homocigotas en el gen supresor adyacente. Los marcadores
que se seleccionen para el estudio, igual que en el caso de la IM, han de ser informa-
tivos, es decir, heterocigotos, y se han de estudiar en tejido normal y en tejido tumoral.
Cuando el locus es informativo, se considera que existe una pérdida de heterocigosidad
(LOH) si la senal de intensidad de un alelo frente a otro se reduce de modo apreciable
al comparar el amplificado del ADN constitutivo con el del ADN tumoral del locus en
estudio.

Andlisis de la expresion de los genes mediante microarrays.

Un microarray es una matriz donde existen miles de sondas de material genético
las cuales tienen una secuencia conocida. Al poner una muestra problema en estas
matrices, aquellas cadenas que tienen una secuencia complementaria a las del micro-
array se hibridaran. Para analizar los resultados, se han de usar diversos programas in-
formaticos y softwares complejos, y el tratamiento computerizado de los datos permitira
determinar aquellas secuencias que no hibridan, es decir, las que son patoldgicas.

La tecnologia microarray se esta desarrollando con una gran rapidez. Inicialmente
se puso a punto para el estudio de la expresién de los genes, es decir, con sondas de
ARN, lo que permite el andlisis comparativo y simultdneo de la expresién de cientos
de genes en un sélo experimento. Para el estudio de tumores, estos microarrays son de
extrema utilidad debido a la gran cantidad de proteinas implicadas.

Con el avance de la técnica, sobre todo en el apartado de la inmovilizacién de las
muestras en la matriz, se han desarrollado otros tipos de microarrays: de cadenas de
oligonucledtidos, de ADNc, de proteinas y de tejidos. A pesar de lo sofisticado de esta
técnica, el proceso de laboratorio no es complicado: una hibridacion con la muestra
problema seguido de la eliminacién de todas las cadenas que no se han unido me-
diante lavados (s6lo las moléculas que hibridan permaneceran en el micorarray), y el
revelado mediante un escaner éptico o con microscopia laser. Dentro de todo este pro-
ceso, la fase mds importante es el revelado, pues es cuando se visualizan los puntos
de la matriz en donde se ha producido hibridacion. Suelen emplearse marcadores fluo-
rescentes, que son estimulados por una cierta longitud de onda liberando fotones en
una longitud de onda distinta que es detectada por un dispositivo que captura la imagen
en forma de puntos de diferente intensidad. Si se emplean varios marcadores se obtie-
nen sucesivas imagenes de la muestra a diferentes longitudes de onda y después se es-
tablece un ratio de intensidades. Normalmente se marcan en rojo y verde, uno para
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las sondas unidas al microarray o soporte y el otro para marcar la muestra a analizar.
Segun haya hibridacién o no y la cantidad que haya de hibridacién, obtendremos un
patrén de intensidad que ha de ser interpretado. Con toda esta informacién, se iniciara
el analisis de los datos con un software especializado siendo el estudio e interpretacion
de los resultados el apartado de mayor dificultad y complejidad. Adn asi, las aplica-
ciones de esta tecnologia se estan extendiendo con una gran rapidez y son muy pro-
metedoras en el campo del Diagndstico molecular del Cancer hereditario, pues
habiéndose empezado con microarrays de expresién como hemos dicho, muy recien-
temente se ha descrito por ejemplo una plataforma (Zoom-in CGH array)'? para detectar
reordenamientos precisos en los 6 genes mas importantes de susceptibilidad al cancer.
Nos espera todavia un gran futuro por delante en el campo de la tecnologia molecular.

Resumen

e Las técnicas de Diagndstico molecular del Cancer hereditario se realizan a partir
de muestras bioldgicas del paciente con cancer, pudiéndose también estudiar a
sus familiares asintomaticos.

e Los estudios han de partir preferiblemente de sangre periférica, aunque también
puede ser Gtil el estudio de muestra tumoral. En cualquier caso, es importante
que el clinico consulte siempre al laboratorio las condiciones de la toma de
muestra pues de ella se puede obtener tanto ADN como ARN.

e Lastécnicas de andlisis del material Genético se basan desde hace unos 30 afos
en una serie de “herramientas”, -como son las enzimas (de restriccion, polime-
rasas, etc.) y las sondas- , con las que se realizan toda una serie de reacciones
(PCR, Southern, hibridaciones, marcajes diversos, etc.).

e Las técnicas de deteccién de mutaciones son hoy dia muy diversas, pero en cual-
quier caso, lo mas importante es utilizar en cada laboratorio aquellas que den
una mayor sensibilidad en un cribado inicial, para posteriormente secuenciar y
determinar exactamente el cambio en el ADN.

* Para los reordenamientos mds complejos, novedosas y prometedoras técnicas
como el MLPA y los microarrays estan logrando descubrir hoy dia nuevos y di-
ferentes tipos de mutaciones responsables de la produccion de canceres heredi-
tarios. y se estan implantando con rapidez en los laboratorios.
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Puntos clave

1) El test genético en BRCAT y BRCA2 no se puede recomendar indiscriminada-
mente. Uno de los factores determinantes a la hora de recomendar el estudio es
la probabilidad pre-test de ser portador de mutacién.

2) En la actualidad, los modelos que estiman la probabilidad pre-test se basan fun-
damentalmente en la historia personal y familiar de cdncer de mama y ovario.

3) Existen tres aproximaciones para estimar la probabilidad pre-test: las tablas de
prevalencia, los modelos empiricos y los modelos genéticos.

4) Ninguna de estas aproximaciones puede considerarse superior, pero distintas
aproximaciones se pueden ajustar mejor a las caracteristicas particulares de una
familia determinada.

5) Independientemente de la aproximacién que empleemos, las estimaciones pre-
test no podrdn ser precisas si el arbol familiar es poco informativo.

6) La identificacion de una mutacion en BRCAT o BRCA2 no implica necesaria-
mente una buena estimacién de riesgo.

Necesidad de las herramientas estadisticas
en una consulta de consejo genético.

Las mujeres con antecedentes personales y familiares de cancer de mama compa-
tibles con algun tipo de predisposicién hereditaria son relativamente frecuentes en
la poblacién general. Gracias a los planes de prevencién y a la creciente informa-
cién que suministran los medios de comunicacion, cada vez es mas habitual que
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estas mujeres busquen asesoramiento en una consulta de cancer familiar. La iden-
tificacién de los genes de susceptibilidad BRCAT 'y BRCA2 2 transformé profunda-
mente el manejo y el tipo de asesoramiento que podian recibir estas familias. Por
primera vez, era posible identificar la alteracion genética responsable de la suscep-
tibilidad, distinguir los individuos portadores de los no portadores y ofrecer asi un
asesoramiento individualizado a cada miembro de la familia interesado. Sin em-
bargo, pese a las ventajas evidentes que la identificacién de mutaciones tiene para
un correcto asesoramiento, el especialista en cancer familiar debe valorar cuidado-
samente cada caso particular antes de ofrecer la posibilidad de un estudio genético,
ya que son muchos los aspectos clinicos, éticos, psicolégicos (y en la mayoria de
los centros de diagnéstico también econémicos) que se deben valorar 3.

RR 20

T [
e

R2, MAPK3K1, LSP1, TNRCY, CASPS, Ragiill, 1p11.2, 2935, 3p24 5p12,

23, Bq25.18024, 14924.1, 17029.2......

Figura 1: Susceptibilidad genética al cancer de mama. En funcion del riesgo y la frecuencia en
la poblacidn, se definen tres grupos de genes de susceptibilidad (A, B, C). Los genes mostrados
en la figura explican un porcentaje pequefio de la susceptibilidad genética al cancer. Se considera
probable que la mayoria de la susceptibilidad no identificada resida en los grupos C y sobretodo
B. (adaptado de referencia 5)

Los estudios epidemiolégicos demuestran que el cancer de mama tiene un com-
ponente genético muy importante *. Se estima que el 90% de los casos se producen
en el 50% de la poblacion que ha heredado una mayor susceptibilidad *. Ademas
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de BRCA1 y BRCA2, en los dltimos afios se han identificado otros genes de suscep-
tibilidad al cancer de mama (Figura 1) °. Sin embargo, el efecto combinado de todos
los genes conocidos sélo explica una pequefia fraccion de la susceptibilidad gené-
tica al cancer existente en la poblacién *.

Como veremos, lo limitado que es en la actualidad nuestro conocimiento de la
susceptibilidad genética al cancer de mama, unido al hecho de que los varones son
en general portadores asintomdticos, dificulta enormemente tanto la identificacién
de sindromes BRCAT y BRCA2 como la estimacion de riesgo una vez identificada
una mutacion.

Seleccion de familias.

El andlisis molecular de los genes BRCAT y BRCAZ2 resulta muy complejo, debido
tanto al tamafo de los dos genes como a la distribucion aleatoria de mutaciones
que se observa en la mayoria de poblaciones. El anélisis debe incluir al menos toda
la region codificadora de los dos genes (mas de 15 Kb), las secuencias intronicas
adyacentes, y un estudio de grandes reordenamientos en los dos loci. Con las téc-
nicas actuales, este proceso puede tardar meses en ser finalizado y requiere impor-
tantes recursos humanos y econémicos. Las implicaciones emocionales que el test
puede desencadenar en la persona sujeta de estudio y/o en otros miembros de la
familia no son menores y la obtencién de un resultado negativo (no se detecta una
mutacién) no es en absoluto informativo pues nunca se puede descartar la existencia
de una susceptibilidad genética. Por todo ello, para la mejor seleccion de las familias
a las que se les debe recomendar el estudio, es indispensable desarrollar métodos
que permitan estimar con precision la probabilidad pre-test de que una familia sufra
un sindrome asociado a uno de estos genes. En funcién de la aproximacion emple-
ada para desarrollar el método, se suele distinguir entre modelos empiricos y mo-
delos genéticos. En general, todos ellos se basan en la historia personal y familiar
de cancer (Figura 2) "7, sin atender a las caracteristicas de los tumores. Sin embargo,
trabajos recientes demuestran que, en mujeres portadoras de mutaciones en BRCAT,
los tumores basales (triple negativo) son especialmente frecuentes'®. Esto sugiere
que la caracterizacion molecular de los tumores podria ayudar en la seleccién de
familias (Tabla 1)'%, aunque hoy en dia sigue sin estar claro como implementar estos
conocimientos en la consulta de consejo genético.
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Denominaeién cM CMBI | CMv | Prdstata | Pancreas | Colon | Afie | Referencia
Penn 1997 &
Myriad 1998 7
1998 8
2000 g
Martin et al 2001 10
Vahteristo et al 2001 11
2002 12
2002 13
2003 14
2004 15
2008 16
2008 17

Figura 2: Modelos estadisticos para predecir la probabilidad pre-test de ser portador. La figura
muestra como los modelos mas recientes incorporan mas variables predictivas. Todos los mo-
delos indicados son logisticos, con la excepcion de los modelos BRCAPRO y BOADICEA que
son modelos genéticos (destacados en negrita). CM, nimero de canceres de mama en la fa-
milia. dxCM, edad media de diagnéstico del cancer de mama. CO, numero de canceres de
ovario en la familia, dxCO, edad media de diagnostico de cancer de ovario. CMO, cancer de
mama y ovaro en una misma mujer, CMBI, cancer de mama bilateral. CMV, cancer de mama
en varon.

Tabla 1. Fenotipo en tumores de mama asociados a mutaciones en BRCA1 y BRCA2.

Fenotipo del tumor BRCA1 (%) Esporadicos BRCA2 (%)
Alto grado 66 36 4
Receptor de Estrogeno (RE) negativo 90 85 34
ERBB2-negativo 97 85 97
Amplificacion de c-Myc 53 23-31 62
Carcinoma medular 13 2 3
Presencia de carcinoma ductal in situ 41 56 52
Borde continuo 51 20 36
Infiltracion linfocitaria 13 3 4
Mutacion en TP53 67 35 63
Fenotipo basal en tumores RE negativo 88 45 -
Expresion de EGRR 67 21 8

Adaptado de la referencia 19
Modelos empiricos

Se han desarrollado diversos modelos empiricos que permiten estimar una pro-
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babilidad pre-test de ser portador de mutacién en los genes BRCAT y BRCA2. El
fundamento de todos ellos es similar. Se parte de una serie de familias a las que pre-
viamente se les ha realizado el test genético y se intenta identificar caracteristicas
fenotipicas que se asocien con la presencia de mutacion. Una vez identificadas las
variables de interés, se construye un modelo estadistico multivariable (generalmente
mediante regresion logistica) que predice la probabilidad de que una familia con
una determinada combinacién de variables sea portadora de mutacién.

El primer modelo empirico fue desarrollado en 1997 °. Se analizaron las historias
personales y familiares de mujeres con cancer de mama que tras acudir a una consulta
de consejo genético (por propia iniciativa o aconsejadas por su médico) habian deci-
dido realizarse un analisis molecular del gen BRCAT por tener antecedentes familiares
(en total, 169 familias). Se evaluaron como posibles variables de riesgo el nimero de
canceres de mama unilateral (CM), canceres de mama bilaterales (CMbi), canceres
de ovario (CO), canceres de mama y ovario en una misma mujer (CMO) y las edades
media de diagndstico de los canceres de mama (dxCM) y ovario (dxCO). El analisis
indic6 que la edad media al diagndstico de CM, la presencia de al menos un caso de
CO (independientemente de la edad de diagndstico) y la presencia de al menos un
caso de CMO (independientemente de la edad de diagndstico) se asociaban signifi-
cativamente con la existencia de mutaciones patogénicas en la familia. Por el contra-
rio, el ndmero total de CM descritos en el pedigri, la presencia de CMbi, o la edad
media de diagnéstico de CO no se asociaban. A partir de estos datos, se desarrollé
un modelo multivariable y de acuerdo al mismo, se tabularon las probabilidades de
que una familia fuera portadora de mutacion en BRCAT en funcién de su edad media
de diagnéstico de CM y de si existian casos de CO o casos de CMO.

En 1998, Frank y col ® desarrollaron un nuevo modelo en el que se incluia por
primera vez el estudio molecular del gen BRCA2. El modelo se desarroll6 a partir
de 238 familias que cumplian unos criterios de inclusion muy estrictos (en todas
ellas el caso indice era una mujer diagnosticada de CM antes de los 50 anos o diag-
nosticada de CO y al menos un pariente en primer o segundo grado tenia un diag-
nostico de CM antes de los 50 afios o de CO a cualquier edad). En los Gltimos anos
se han desarrollado muchos otros modelos similares en distintas poblaciones. La Fi-
gura 2 resume las caracteristicas mds relevantes de algunos de estos modelos. Como
se puede observar, todos los modelos coinciden en identificar al nimero de CO y
a la edad media de diagndstico de CM como variables predictivas. También es in-
teresante sefnalar que el nimero de cdnceres de mama en la familia no se asocia
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con la presencia de mutacion. Este dato es relevante, pues un nimero elevado de
CM en la familia (independientemente de la edad de diagnéstico o la presencia de
bilateralidad) es uno de los motivos mds frecuentes por los que una mujer acude a
una consulta de consejo genético.

Se ha desarrollado un modelo empirico a partir de familias con sindrome
mama/ovario espanolas 7. Dos son las razones que impulsaron a la realizacién de este
modelo. Por un lado, los modelos publicados hasta la fecha se habian realizado en
poblaciones distintas a la espafiola y no estaba muy claro hasta que punto seria co-
rrecto aplicarlos a nuestra poblacién. Por otro lado, se deseaba realizar un modelo
que partiera de criterios de inclusiéon menos estrictos que los de modelos anteriores y
mas Utiles desde el punto de vista de una consulta de consejo genético. En concreto,
el modelo se desarroll6 a partir de familias con 3 0 mas miembros afectos de cancer
de mama/ovario en dos generaciones. Se eligi6 ese criterio porque la mayoria de con-
sultas de cancer familiar espafnolas consideran que se debe recomendar el test gené-
tico a todas las familias que cumplen estos criterios y sin embargo sélo el 30% de las
familias con estos criterios son portadoras de mutacion. En la tabla 2 se identifican
una serie de variables que se asocian con la presencia de mutacién en nuestra serie
de familias: la presencia de al menos un CO, un CMO, un CMBI, un cancer de mama
en varén (CMV) y la edad media de diagnéstico de cancer de mama (6 anos menor
que en las familias negativas). La edad media de diagnéstico de CO tampoco se asocié
con la presencia de mutacion en nuestra serie. La tabla 3 muestra un analisis similar
comparando familias BRCAT y familias BRCA2. Como se puede observar, casos de
CMV se observaron exclusivamente asociados a mutaciones BRCA2. La presencia de
CO era mas frecuente en familias con mutaciones en BRCAT, aunque la asociacién
no es suficientemente fuerte como para poder discriminar ambos sindromes. A partir
de estos datos creamos un modelo multivariable mediante regresion logistica. La edad
media de diagnéstico de CM (excluyendo la edad de diagndstico de los posibles can-
ceres de mama en varén) y el nimero de cénceres de ovario aparecen como factores

Variable | BRCA positivas |  BRCA negativas Tabla 2. Variables fenotipicas en 211

N=68] N=143 . . ~
(=68 (=159 familias mama/ovario espanolas
[o0] 57% 26% <0,00001

CMO 24% 6% 0,0003

CMbi 40% 22% 0,006

CMV 15% 2% 0,0003

dxCM 44 anos 50 afos <0,00001

>4CM 3% 7% ns

dxCO 49 anos 49 afos ns
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predictivos. En el analisis multivariable se perdian como variable predictivas tanto el
CMbi como el CMO y el CMV. Eso era debido a que cualquiera de las tres manifes-
taciones era poco frecuente en nuestra serie de familias. Sin embargo, los estudios
monovariables indicaban que las tres se asociaban estrechamente a la presencia de
mutacién. Para no perder esta informacion, decidimos crear una variable completa-
mente artefactual que englobara las tres manifestaciones clinicas. Sin embargo, debido
a esta aproximacion, el peso relativo como factor de riesgo del CMbi, el CMO vy el
CMO en el modelos es equivalente, cuando en la realidad el peso es distinto (Tabla
2). El modelo multivariable, denominado HCSC, y un ejemplo de su utilizacién se
muestran en la Figura 3. En la Figura 4 se muestran los datos de un estudio que de-
muestra que el poder discriminatorio del modelo HCSC es superior al de un experto
en cancer familiar. Los resultados se muestran en forma de curva ROC. Estas son re-
presentaciones graficas de la sensibilidad (en este caso, % de familias con mutacién
en BRCA que son seleccionadas por el modelo para test genético) frente a la especi-
ficidad (% de familias sin mutacién que el modelo no selecciona para test genético).
El drea bajo la curva indica la capacidad discriminatoria. Un drea de 0.5 indica una
capacidad discriminatoria nula (equivalente al azar). Un drea bajo la curva de 1 indi-
caria una capacidad discriminatoria total. En general se considera buena discrimina-
cion si el area esta por encima de 0.8.

Tabla 3. Variables que distinguen los sin-
dromes BRCA1 y BRCA2

Variable

CMV 32% 0,0001
CO 71% 42% 0,01

CMO 32% 13% 0,07

CMbi 40% 39%

dxCM 44 afios 44 afios

En los modelos empiricos publicados hasta la fecha, las variables investigadas se
restringen basicamente al nimero, naturaleza y/o edad de diagnéstico de los tumores
presentes en cada pedigri. Sin embargo, nada impide que estos modelos incorporen
otro tipo de variables, como podria ser las caracteristicas anatomopatolégicas de los
tumores diagnosticados en la familia (Tabla 1).

Modelos genéticos

Una aproximacion alternativa para seleccionar familias es basar las prediccio-
nes en un modelo genético de la enfermedad lo mas ajustado posible a la realidad.
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Regresién logistica
L =2.26 + 0.60 CO + 1.06 V, + 2.63 V, - 0.081 dxCM = log(odds)
P =1(1+e -L)
CMbi cCM cM CM
dx 65a dx3Badx52adx63a
dx70a
6 é é P =0.65
CM CM Cco
dx55a 52a dx51a dx61a

Figura 3. Probabilidad pre-test de identificar una mutacion. La figura muestra un modelo empirico
desarrollado en poblacion espafiola (modelo HCSC). Las variables que predicen la presencia de
mutacion son: el nimero de canceres de ovario en el pedigri (C0), la edad media de diagndstico
de cancer de mamayy la presencia en el pedigri de cancer de mama bilateral, cancer de mama
y ovario en una misma mujer o cancer de mama en varon. Si en el pedigri existe un caso de
cualquiera de estas manifestaciones V1 adopta el valor de 1 y V2 adopta el valor de 0, si por el
contrario hay dos o mas casos de estas manifestaciones clinicas (en cualquier combinacion po-
sible), la variable V1 adopta el valor 0y la variable V2 adopta el valor 1. El modelo predice la pro-
babilidad de que la familia sea portadora, sin distinguir entre los genes BRCA1 y BRCA2. Se
muestra un ejemplo de aplicacion del modelo a una familia real. En este caso la variable CO
adopta el valor 1, la variable V1 adopta el valor 0, la variable V2 el valor 1 (pues en la familia
existe un caso de cancer de mama en vardn y un caso de cancer de mama bilateral) y dxCM
adopta el valor 53.8 (para calcular la edad media de diagndstico en cancer de mama se prescinde
del caso de cancer de mama en varén y del segundo tumor en el caso de cancer de mama bi-
lateral. De acuerdo al modelo, esta familia tiene una probabilidad del 65% de ser portadora de
mutacion en uno de los dos genes.

Los modelos genéticos intentan explicar la agregacion familiar de cancer supo-
niendo la existencia de un determinado ndmero de genes de susceptibilidad de
frecuencia y penetrancia conocidas que siguen un determinado patrén de herencia
mendeliana (el modelo genético de la enfermedad). Una vez establecido un mo-
delo de susceptibilidad, se puede emplear una aproximacion estadistica (normal-
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Figura 4. Analisis retrospectivo del modelo
HCSC. En el analisis se empled una serie
consecutiva de 109 familias espafiolas con
tres 0 mas casos de cancer de mama/ova-
rio. En todas ellas se habia realizado un es-
tudio de mutaciones germinales en BRCA1
y BRCA2. Ninguna de estas familias se
habia empleado para desarrollar el modelo.
Se calculd la probabilidad pre-test que el : _
modelo asignaba a cada familia y en para- m e n.aé ve. 069, p=0.016 | :
lelo, se solicitd a un especialista en cancer e
familiar que asignara una probabilidad sub-

jetiva a cada familia (sin la asistencia de
ningun otro modelo probabilistico). A partir
de los datos reales del resultado del test, se calculo la sensibilidad y especificidad del modelo
HCSCy del especialista. La figura muestra una representacion de la curva ROC en ambos casos.
El area de la curva fue significativamente mayor en el caso del modelo, indicando que mejora el
poder discriminador de un consejero experto. Eligiendo como punto de corte una probabilidad
del 8%, el modelo consigue identificar a todas las familias portadoras (sensibilidad del 100%),
reduciendo el niumero de test no informativos en un 28%. Eligiendo como punto de corte una
probabilidad superior al 10%, la sensibilidad es del 92% y se reduce el nimero de test no infor-
mativos al 50%.

Sensibilidad

100 - Especificidad

mente basada en el teorema de Bayes) para comparar la probabilidad de que una
determinada historia personal y/o familiar de cancer se deba a un sindrome gené-
tico (de acuerdo a nuestra modelo) y la probabilidad de que se deba al azar (te-
niendo en cuenta la incidencia de la enfermedad en la poblacion general) . El
primer modelo genético de susceptibilidad a cancer de mama fue desarrollado
por Claus y colaboradores 2°. El modelo era relativamente sencillo y consideraba
la presencia en la poblacién de un Gnico gen de alta penetrancia y herencia do-
minante. Posteriormente, tras la identificacion de dos genes de alta penetrancia
(BRCAT y BRCA2), Parmigiani y col ® modificaron el modelo de Claus para poder
incorporar el efecto simultaneo en la poblacién de dos genes con prevalencias y
penetrancia distintas.

Antoniou y col han desarrollado un modelo genético que pretende reflejar la sus-
ceptibilidad genética al cadncer de mama de forma mas fiel '°. El modelo, denominado
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BOADICEA (del inglés, Breast and Ovarian Analysis of Disease Incidence and Carrier
Estimation Algorithm), incorpora el efecto simultaneo de dos genes de susceptibilidad
de alta penetrancia (como el modelos BRCAPRO) vy, a diferencia del modelo BRCA-
PRO, considera que la agregacion familiar no explicada por estos dos genes se explica
a partir de un componente poligénico que representa el efecto multiplicativo de ml-
tiples loci de baja penetrancia. La version mas reciente del modelo BOADICEA in-
corpora sofisticaciones como el hecho de que el componente poligénico actie como
modificador del riesgo en portadores de mutacion en BRCAT y BRCA2 2'.

Es importante sefialar que la utilidad de los modelos genéticos (a diferencia de
lo que ocurre con los modelos empiricos antes mencionados) no se limitan a estimar
la probabilidad de que una familia sea portadora de mutacién. Se pueden utilizar,
por ejemplo, para estimar la penetrancia de los genes BRCA1 y BRCA2 2122,

Datos de prevalencia

Una tercera alternativa para calcular la probabilidad de ser portador de muta-
cién, que consiste simplemente en clasificar la familias en categorias definidas segin
la historia de cancer de mama y ovario que presenten (nada impediria que se clasi-
ficaran en funcion de las caracteristicas anatomopatolégicas de los tumores), en-
marcar nuestra familia problema en una de dichas categorias, y asumir que la
probabilidad de identificar una mutacién en la familia es igual a la frecuencia con
que se han encontrado mutaciones en esa determinada categoria de familias. Evi-
dentemente, la utilidad de este método dependera mucho de lo bien que se ajuste
nuestra familia problema a una de las categorias predefinidas y del nimero de fa-
milias analizada previamente en cada categoria.

Siguiendo esta estrategia, Frank y col presentaron en el afio 2002 los datos deri-
vados del estudio completo de BRCAT y BRCA2 realizado por los laboratorios
Myriad en 10.000 familias clasificadas en 42 categorias '*. Los datos se actualizan
continuamente y se pueden consultar facilmente en internet (http://www.myri-
adtests.com). Existen categorias de familias para las que el tamano muestral es
grande y el dato de prevalencia puede considerarse muy aproximado. Para otras ca-
tegorias, por el contrario, el nimero de familias analizado sigue siendo bajo y en
consecuencia la estimacion de penetrancia imprecisa.
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LQuUé aproximacion debemos emplear para estimar la probabilidad pre-test?

Se han publicado numerosos estudios que comparan la eficacia de los distintos
modelos a la hora de seleccionar familias para test genético en el contexto de una
consulta de cancer familiar 227, Estos estudios de validacion deben interpretarse con
cautela, ya que por un lado el nimero de familias implicadas es relativamente bajo y
por otro, los criterios clinicos de inclusion de familias en los estudios de validacion
no se corresponden siempre con aquellos para los que fue desarrollado cada modelo
que se pretende validar. Sin embargo, analizados en conjunto, los estudios indican
que la capacidad discriminadora que ofrecen es aceptable, sin observarse diferencias
significativas entre los distintos modelos. Es interesante sefialar que, en general, los
modelos tienden a subestimar la frecuencia de mutaciones en familias de bajo riesgo
(pocos antecedentes familiares) y a sobrestimarlo en familias de riesgo elevado (mu-
chos antecedentes familiares) 2427,

Aunque la capacidad discriminadora de los modelos sea equivalente, hay diferen-
cias importantes que debemos tener siempre en cuenta. Los modelos genéticos esti-
man la probabilidad de que un individuo dado sea portador de una mutacion. Por
tanto, dado que los métodos de analisis de mutaciones actuales en el mejor de los
casos tienen una sensibilidad del 90%, en una serie determinada de familias espera-
riamos detectar un nimero de mutaciones menor que el predicho por el modelo (la
dltima version del modelo BOADICEA tiene en cuenta la sensibilidad del método de
deteccion) 2'. Los modelos empiricos, por contra, estiman la probabilidad de que de-
tectemos una mutacion en una familia siempre que empleemos un método de detec-
cién de mutaciones con sensibilidad equivalente al método usado para desarrollar el
modelo. Eso quiere decir que si empleamos un método mas sensible podemos detectar
mas mutaciones de las predichas por el modelo. Por ejemplo, en el desarrollo de mu-
chos de modelos publicados hasta la fecha no se ha tenido en cuenta la presencia de
grandes reordenamientos genéticos. Hoy sabemos que en poblacién espanola, los re-
ordenamientos genéticos representan alrededor del 10% de todas las mutaciones en
BRCAT (y un porcentaje muy inferior de las mutaciones en BRCA2) 2% 29, Por tanto, si
el andlisis de mutaciones que estamos realizando incluye el estudio de este tipo de
alteraciones podemos esperar una frecuencia de mutaciones superior a la predicha
por los modelos.

La principal ventaja de los modelos empiricos es que permiten calcular la pro-
babilidad pre-test de un modo sencillo en el poco tiempo del que normalmente se
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dispone en una consulta. Sin embargo, también presentan limitaciones. Aunque en
la practica diaria muchas veces no se tiene en cuenta, su utilizacion esta en principio
limitada a familias que cumplan unos criterios de seleccién similares a los de las
familias que se emplearon originalmente para desarrollar el modelo (asi por ejemplo,
no seria correcto aplicar un modelo empirico desarrollado en familias con al menos
3 casos de cancer de mama para predecir la probabilidad pre-test en una familia
con dos casos de cancer de mama). Ademas, es importante tener en cuenta que
estos modelos no predicen la probabilidad de que una familia sea portadora de mu-
tacion, si no la probabilidad de que se encuentre una mutacion en esta familia. En
este sentido, también serd importante valorar en cada modelo no sélo los criterios
clinicos que cumplian las familias utilizadas para derivar el modelo, sino otros pa-
rametros que pueden influir en la probabilidad de encontrar una mutacién, como
son la sensibilidad del método de analisis y el método de eleccion del individuo
probando de cada familia.

La utilizacién de un modelo genético evita la mayoria de los problemas asocia-
dos a la ambigiiedad en la definicion de historia familiar, pero no permite un célculo
manual y se necesita tiempo adicional para introducir correctamente los datos del
arbol familiar en un ordenador. Hay que tener en cuenta que un pequefo error en
la descripcién del pedigri puede variar sustancialmente la estimacién de riesgo que
proporcionan estos modelos. Recientemente, Evans y col han estimado que el em-
pleo de modelos de riesgo asistidos por ordenador multiplica por 30 el tiempo re-
querido para la estimacion de riesgo '°. Por otro lado, para que los modelos
genéticos proporcionen estimaciones de riesgo precisas, se necesitan datos epide-
miolégicos de la poblacién problema que no siempre son conocidos. Asi, el modelo
BRAPRO necesita datos de prevalencia y penetrancia de mutaciones en BRCA1 y
BRCA2 en la poblacién de estudio, y la utilizacién de modelos mas sofisticados,
como el modelo BODICEA, requeriria de datos epidemiolégicos referidos a genes
que ni siquiera estan bien caracterizados.

Existen por otro lado problemas comunes a la utilizacién de cualquier método
de estimacion de riesgo en cancer de mama/ovario. Quizds el mas importante esté
relacionado con el grado de informacién que suministra una historia familiar. El
grado de informacion variara en funcion del nimero de mujeres y hombres pre-
sentes en cada pedigri (los hombres en general seran sanos y no informativos), asi
como de las edades de las mujeres sanas (las mujeres sanas por debajo de los 40
anos no son informativas, pues incluso siendo portadoras de una mutacion, lo



Céncer Hereditario

Figura 5. Informacion suministrada por el pedigri. Para poder estimar adecuadamente la proba-
bilidad pre test de que una familia sea portadora de mutacion, el pedigri debe ser informativo.
Sin embargo, debido a la naturaleza de los sindromes mama/ovario, muchos elementos de un
pedigri no son informativos (en especial los hombres sanos y las mujeres sanas jovenes). Este
elemento de incertidumbre no esta tratado adecuadamente en los modelos predicitvos actuales.
En la figura mostramos el caso de dos mujeres con cancer de mama a edades muy tempranas
que acuden a la consulta de consejo genético. Los modelos actuales (y en especial los modelos
empiricos) predicen una probabilidad pre-test de ser portador idéntica en ambos casos. Sin em-
bargo, hay importantes diferencias entre los dos pedigris. El pedigri A puede considerarse infor-
mativo, pues por ambas ramas existe un numero alto de mujeres a edades relativamente
avanzadas. El caso indice no tiene antecedentes familiares aunque podia tenerlos. El caso B es
bien distinto. Por la rama materna hay varias tias sanas, pero a edades jovenes y por tanto poco
informativas. Por otro lado, por la rama paterna sélo hay hombres. Por tanto, el caso indice no
tiene antecedentes pero tampoco tenia posibilidad de tenerlos. El pedigri B es poco informativo.
No se detectd mutacion patogénica en el caso A, y sin embargo si se detectd en el caso B. Un
modelo que tuviera en cuenta el “grado de informacion” de cada pedigri habria asignado pro-
babilidades pre-test distintas en las dos familias.
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normal es que a esas edades no hayan manifestado la enfermedad). Cuanto mayor
sea “el grado de informacién” suministrado por un pedigri, mayor sera la precision
con la que podremos estimar el riesgo (independientemente del método que eli-

[//

jamos). Sin embargo hoy en dia no sabemos cuantificar adecuadamente el “grado
de informacion” de un pedigri, aunque existe al menos un estudio que demuestra
la importancia de tener en cuenta esta variable*°. En la Figura 5 se ilustra con un

ejemplo este problema.

En resumen, debemos ser conscientes de las ventajas, inconvenientes y limita-
ciones de cada una de las aproximaciones, sin poder afirmar de ninguna que sea
superior o mas recomendable que otras. Muy al contrario, en la mayoria de casos
distintas aproximaciones pueden ser complementarias.

Estimacion de Riesgo en Portadores de Mutacion.

Las primeras estimaciones de penetrancia en portadoras de mutacién germinal en
BRCAT y BRCA2 (riesgo acumulado de desarrollar cancer a lo largo de la vida) su-
gerian un riesgo de desarrollar cancer muy elevado (del 100% combinando el riesgo
de cancer de mama y cancer de ovario)3' %2, Pronto se hizo evidente que se estaba
sobreestimando el riesgo. Las estimaciones se realizaron en las mismas familias que
se habian empleado para identificar los genes BRCAT y BRCA2 por analisis de liga-
miento: Légicamente, aquellas familias presentaban una carga de cancer de mama
y ovario muy elevada y se adujo que ese sesgo en la seleccion de familias era la
causa de la sobrestimacion del riesgo. Por ello, se realizaron nuevos estudios deno-
minados poblacionales **38. En esencia, no se partia de familias de alto riesgo sino
de casos consecutivos de cancer de mama u ovario (independientemente de los an-
tecedentes familiares). Ello obligo a realizar los estudios en poblaciones muy con-
cretas donde unas pocas mutaciones fundadoras explican la mayoria de las
mutaciones. Los estudios poblacionales llegaron a estimaciones de penetrancia
mucho mas bajas y en algunos casos a resultados paradéjicos como la ausencia de
riesgo aumentado respecto a la poblaciéon general®”. Era evidente que aquellas esti-
maciones estaban infravalorando el riesgo y no eran de utilidad en una consulta de
consejo genético. En una tercera fase, mas reciente, se han realizado estudios de
penetrancia en familias seleccionadas precisamente por acudir a las consultas de
consejo genético 392, Estos estudios (incluido un estudio reciente en poblacién es-
panola)** han generado unas estimaciones de penetrancia intermedias. Simplifi-
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cando, el riesgo acumulado de desarrollar cdncer de mama a lo largo de la vida es-
taria en torno al 50% tanto en portadores de mutacion patogénica en BRCA1 como
en portadores de mutacién en BRCA2 (las estimaciones tienden a mostrar un riesgo
algo menor en portadores de mutacién en BRCA2, pero las diferencias no son sig-
nificativas). En el caso de riesgo de cancer de ovario se observan diferencias claras
entre ambos genes. En el caso de BRCA1 el riesgo se sitda en torno al 35%-40% y
se reduce a la mitad en el caso de BRCA2.

Las Figuras 6 y 7 resumen los datos de numerosos estudios de penetrancia, ha-
ciendo énfasis en las distintas aproximaciones empleadas. Inevitablemente, las dis-
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Figura 6. Estimaciones de penetrancia en BRCA1. Se indica para los distintos estudios la es-
timacion de penetrancia (riesgo acumulado) a los 70 afos y el intervalo de confianza (95%
Cl). En negro se han representado estudios realizados a partir de familias de ligamiento. En
gris claro se han representado estudios poblacionales. En gris oscuro se han representado
estudios realizados en familias seleccionadas en consultas de consejo genético.
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Figura 7. Estimaciones de penetrancia en BRCA1. Se indica para los distintos estudios la es-
timacion de penetrancia (riesgo acumulado) a los 70 afos y el intervalo de confianza (95%
Cl). En negro se han representado estudios realizados a partir de familias de ligamiento. En
gris claro se han representado estudios poblacionales. En gris oscuro se han representado
estudios realizados en familias seleccionadas en consultas de consejo genético.

tintas aproximaciones estadisticas empleadas para estimar la penetrancia introducen
distintos sesgos con importantes consecuencias en el resultado del analisis**. Sin
embargo, no es menos cierto que las diferencias en las estimaciones de penetrancia
entre estudios, mas alla de los problemas metodolégicos, responden en parte a una
realidad bioldgica. En palabras de uno de los mayores expertos en el campo: “No
se debe suponer que hay unos Gnicos valores de penetrancia que deben aplicarse
a todos los portadores. Muy al contrario, el riesgo esta influenciado por numerosos
factores genéticos y ambientales y se espera que esté correlacionado con los ante-
cedentes familiares del portador” .
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En este sentido, es oportuno recordar que la existencia de genes (se suele hablar
de genes, aunque sea mas correcto hablar de alelos) modificadores del riesgo en
portadores de mutacién en BRCA1 y BRCA2 ha sido durante muchos afios un tema
recurrente de investigacion, aunque sin resultados concluyentes. Recientemente se
han podido caracterizar alguno alelos modificadores del riesgo (particularmente en
portadores de mutacion en BRCA2) de forma consistente (Tabla 4) y es previsible
que en el futuro inmediato, con la realizacién de estudios pangenémicos, se carac-
tericen muchos mas. En portadores de mutacion en BRCA2, los alelos modificadores
del riesgo ya identificados permiten individualizar las estimaciones de riesgo de
forma significativa. Por ejemplo, el genotipado de dos genes modificadores de riesgo
(FGFR y TNRC9) permite identificar (en poblacién Britdnica) un grupo de mujeres
portadoras de mutacién en BRCA2 de alto riesgo (7% de las portadoras) y un grupo
de mujeres portadoras de bajo riesgo (20% de las portadores). En el primer grupo el
riesgo acumulado de desarrollar cancer de mama a lo largo de la vida es de mas
del 65%, pero se reduce al 40%*° en el segundo grupo. Por tanto, empezamos a
comprobar que la existencia de genes modificadores del riesgo explica al menos
en parte las diferencias en las estimaciones de penetrancia antes comentadas.

Tabla 4. Genes Modificadores del Riesgo en portadores de mutacion en BRCA1 y BRCA2.

Gen H BRCA1 (HR) p ‘ BRCA2 (HR) ‘ ] H Referencia

Rad51 1.01 3.18 0.0007 45
FGFR 1.02 1.32 1.7x10-8 46
TNRC9 1.11 0.004 1.15 0.009 46
MAPK3K1 0.99 1.12 0.02 46
LSP1 0.99 1.16 2.8x10-4 47
2035 1.14 0.005 1.18 0.008 47

Probablemente, para estimar la probabilidad de desarrollar la enfermedad en
nuestro portador problema, lo mas correcto sea valorar cuidadosamente que estu-
dios existentes se ajustan mejor a las caracteristicas de nuestra familia problema y
realizar estimaciones de riesgo a partir de los mismos. Tan incorrecto sera aplicar
las estimaciones de riesgo derivadas de estudios de ligamiento a una familia de bajo
riesgo como aplicar estimaciones derivadas de estudios poblacionales a una familia
con multiples casos. Dicho de otro modo, la estimacion de riesgo en una mujer por-
tadora de mutacion en BRCAT y BRCA2 no se puede considerar independiente de
la historia familiar. La Figura 8 muestra ejemplos de la importancia que la historia
familiar tiene en la estimacién de riesgo en portadores.



Herramientas estadisticas en el consejo genético

Familia A Familia B Familia C
y ma ) =
Lo M D_ 65a 63a 58a |J—-| Bl é{__é :é'
dx 51a 45a
b oo o & S
CM CcM 32a 40a 42a CM  33a x
dx36a dx38a dx36a
31a

Figura 8. Importancia de la historia familiar en la estimacion de riesgo en portadores. La es-
timacion de riesgo no es independiente de la historia familiar. La figura muestra tres familias
con mutacion patogénica en BRCA1. Se sefalan tres mujeres sanas portadoras a las que de-
bemos asesorar. Para ello, lo primero es realizar una estimacion de riesgo. La historia familiar
A sugiere alto riesgo. Las estimaciones de penetrancia en familias con estos antecedentes
asi lo confirman. La familia B presenta una historia de bajo riesgo y de hecho, como se puede
observar, se han detectado varias portadoras sanas a edades avanzadas. Es razonable estimar
que el riesgo de desarrollar cancer en la portadora sana de la familia A es superior al de la
portadora sana de la familia B. Sin embargo, no contamos con herramientas estadisticas ade-
cuadas para cuantificar la diferencia. Probablemente, en la estimacion del riesgo interviene
factores genéticos (naturaleza particular de la mutacion e influencia de genes modificadores)
y factores ambientales que hoy no son bien comprendidos. Las familias A y B, con presencia
de numerosas mujeres, tiene historias familiares informativas. La familia C introduce una
complicacion anadida. La mutacion se ha trasmitido por via paterna. En esta rama de las fa-
milias no hay mujeres. La historia no suministraba informacion que permitiera estimar ade-
cuadamente la probabilidad de ser portador, y por la misma razén tampoco suministra
informacion para estimar el riesgo asociado en la portadora sana.
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Genes de baja penetrancia. El modelo poligénico

Los genes de baja penetrancia como factores de susceptibilidad en el cancer
esporadico

H asta finales del XX, la investigacion sobre los factores causantes de la suscep-
tibilidad heredada a padecer cancer, estuvo centrada en la identificacién de
genes de alta penetrancia o alta susceptibilidad. Mutaciones germinales en estos
genes, dan lugar a un patron de herencia mendeliano, en el que la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad se transmite, en general, de forma autosémica dominante,
aunque también existen sindromes que presentan un patron de herencia recesivo '.
Ejemplos cldsicos de genes de alta penetrancia son BRCATy BRCA2, implicados en
el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario 23, el gen APC * implicado en
el cancer de colon polipésico familiar, MLHT y MSH2 > ¢ asociados al cédncer de
c6lon no polipdsico y muchos otros, ampliamente revisados en otros capitulos de
esta publicacién.

La frecuencia de las mutaciones en estos genes es muy baja en la poblacién ge-
neral (<0.005), pero cuando aparecen, el riesgo que confieren a padecer cancer es
muy alto (riesgo relativo mayor de 10) dando lugar a estos patrones de herencia
mendeliana (Figura 1).
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Figura 1: Familia portadora de mutacion germinal en el gen BRCA1. Aunque la penetrancia de
estas mutaciones no es completa, la presencia de las mismas es suficiente para que los in-
dividuos portadores presenten una susceptibilidad muy alta a desarrollar cancer de mamay
otros tumores relacionados, como cancer de ovario 6 prdostata. Esto da lugar a un patron en
el que el cancer aparece como un caracter que se hereda de forma autosémica dominante.
Ademas se observan otras caracteristicas, como la aparicion del tumor a edad temprana o la
presencia de bilateralidad en caso de que el cancer afecte a 6rganos pares.

Sin embargo, estos que podemos considerar como claramente hereditarios, glo-
balmente tan s6lo representan el 1% de los casos de cancer, que la mayor parte de
las veces aparecen de forma esporadica. Esta mayoria de canceres, presenta también
un componente hereditario que reside en los genes de baja penetrancia. A diferencia
de los anteriores, las variantes en los genes de baja penetrancia son comunes en la
poblacién general (frecuencia >0.05) y el riesgo que confieren a padecer la enfer-
medad es bajo (incremento del riesgo menor a 1.5 veces el poblacional). A nivel
individual, cada variante modificaria muy poco el riesgo, pero en unién con otros
factores, tanto genéticos como ambientales, serian responsables de las diferencias
en la susceptibilidad a padecer cancer que existen entre los individuos de la pobla-
cién general (Figura 2).
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Figura 2. Se presenta la misma estructura familiar que en la Figura 1, pero en este caso lo
que se esta heredando es una variante de baja penetrancia. La variante incrementa ligera-
mente el riesgo a padecer cancer de mama, pero su sola presencia no es suficiente para pro-
vocar la aparicion de la enfermedad. Solamente en conjuncion con otros factores de riesgo
genéticos y ambientales, se llegaria a desarrollar el cancer de mama, que apareceria como
un caso esporadico en la poblacion y se desarrollaria a una edad mas tardia que encajaria
con la edad media de aparicion del cancer de mama.

Actualmente se piensa que existen muchas de estas variantes, que aparecen en
diferentes combinaciones en los distintos individuos de la poblacién general, dando
lugar a un rango de susceptibilidades que provocaria las diferencias interindividuales
a padecer céancer. La identificacion de estas variantes, asi como las interacciones
que existen entre los riesgos asociados a las mismas cuando aparecen en un mismo
individuo, entrana numerosas dificultades y es un campo en el que queda mucho
por explorar. Sin embargo, en los dltimos dos afos, se ha producido un gran avance
en el descubrimiento de algunas de estas variantes a través de los estudios de aso-
ciacién de genoma completo, conocidos cominmente como GWAS (Genome Wide
Association Studies), que trataremos mas adelante en este capitulo.

El modelo poligénico en los patrones de cdncer hereditario. El cdncer de mama
como modelo.

En la mayoria de los sindromes de cancer hereditario, existe un porcentaje de
los casos que no se explican por mutaciones en los genes de alta penetrancia co-
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nocidos. El sindrome de cdncer de mama y ovario hereditario, CMOH, es uno de
los mds llamativos en este sentido, ya que en general, se considera que tan solo
entre un 20-25% de los casos de alto riesgo se explican por mutaciones en BRCAT
0 BRCA2 . Esto significa que en la mayoria de los casos, el exceso de riesgo familiar
que se observa no tiene una causa genética conocida. A pesar de que se han llevado
a cabo varios estudios de ligamiento 7% %191 no se ha identificado ningln otro
gen de alto riesgo especificamente implicado en el sindrome, desde que se descu-
brieran BRCA1 y BRCA2 hace ya 15 afios. Esto ha llevado a la aceptacién del mo-
delo poligénico '?, que explicaria la mayoria del exceso de riesgo familiar observado,
por la combinacion de variantes de riesgo bajo o moderado que se acumularian en
estas familias y serian responsables de la susceptibilidad observada.

Por lo tanto, podemos afirmar que los genes de baja o moderada penetrancia,
estarian implicados, no solo en la susceptibilidad genética a desarrollar cancer de
mama esporadico, sino que su acumulacién y combinacién, también podria dar ex-
plicacién a muchos de los patrones familiares que se observan.

En la Figura 3 se ilustra de forma muy sencilla el modelo poligénico. En un ex-
tremo de la gréfica se sitdan los genes de alta penetrancia BRCATy BRCA2, cuyas
mutaciones confieren un riesgo relativo de més de 10 veces y presentan una fre-
cuencia muy baja en la poblacién general. Teéricamente, serian necesarios otros 4
genes de este tipo (genéricamente BRCA3) para explicar el exceso de riesgo familiar
observado y cada uno de ellos estaria implicado de forma individual en un grupo
de casos. La estrategia para identificar estos genes seria la clasica de analisis de li-
gamiento y como hemos mencionado, ninguno ha sido identificado desde el des-
cubrimiento de BRCATy BRCA2.

En el otro extremo, estarian los genes de baja penetrancia que combinados entre
si darfan explicacion al exceso de riesgo familiar constituyendo el modelo poligé-
nico. Cada alelo de bajo riesgo, contribuiria a una cierta proporcion del efecto ge-
nético global dependiendo de su frecuencia y de su “fuerza” en términos de riesgo.
Asumiendo un riesgo relativo individual de 1.5 y un modelo dominante con efecto
multiplicativo, serian necesarias entre 10-20 variantes comunes o varios cientos de
variantes raras para explicar el total del exceso de riesgo familiar '*. La estrategia
para encontrar este tipo de variantes son los estudios de asociacion y como veremos
mas adelante, algunas de ellas han sido identificadas en los Gltimos afios.
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Figura 3: Adaptada de Ponder et al., 2005 3. Modelo propuesto para explicar el exceso de
riesgo familiar observado en cancer de mama, dependiendo de la frecuencia y del riesgo re-
lativo causado por los distintos tipos de variantes genéticas.

Tipos de variantes genéticas que actuan como alelos
de baja penetfrancia.

Genes candidatos.

Los genes candidatos deben cumplir dos caracteristicas principales, la primera
es que exista una posible relacion funcional entre el gen de interés y la etiologia de
la enfermedad. En el caso del céncer, serian candidatos aquellos genes implicados
en procesos celulares, cuya alteracion pueda potencialmente modificar el riesgo a
padecer un tumor. Algunos ejemplos serian los genes que participan en el metabo-
lismo y detoxificacion de carcinégenos, reguladores del ciclo celular, reparacion
del DNA o apoptosis. Por otra parte, para cada tipo de tumor, existen genes candi-
datos especificos que participan en rutas implicadas en el desarrollo de érganos
concretos, como pueden ser los involucrados en el metabolismo de las hormonas
esteroides en el cdncer de mama.

La segunda caracteristica es que los genes presenten variantes en su secuencia,
que sean polimorficas en la poblacién general y que al mismo tiempo tengan alguna
repercusion funcional. En este sentido, los SNPs o Polimorfismos de cambio de un
Solo Nucleétido, son las variantes genéticas que se consideran como mejores can-
didatas a representar variantes de baja penetrancia.
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Variantes genéticas candidatas: SNPs

Los SNPs son cambios de un solo nucleétido en la secuencia de DNA (Figura
3). Para que una variante se considere SNP, debe ocurrir en al menos el 1% de la
poblacién general. Suponen la forma mas abundante de variacion genética, con un
rango de frecuencia que va desde 1 cada 300 hasta 1 cada 2000 pares de bases. En
los inicios de la secuenciacién completa del genoma humano, se identificaron mas
de 1.4 millones de SNPs . Actualmente, los datos de la literatura sugieren que exis-
ten al menos 10 millones de SNPs con una frecuencia del alelo menor (minor allele
frequency, MAF) mayor del 1% y 5 millones con MAF>10% '°, pero los estudios de
secuenciacion a gran escala que se han realizado recientemente indican que estas
estimaciones pueden ser incluso bajas '°. El hecho de que los SNPs sean tan nume-
rosos y estén repartidos al azar a lo largo de todo el genoma, es una de las caracte-
risticas que les convierte en marcadores genéticos ideales para identificar genes de
baja penetrancia. Otra ventaja que presentan es que son faciles de determinar de
manera inequivoca utilizando multitud de técnicas disponibles actualmente en los
laboratorios de biologia molecular.

Figura 4: En azul claro se representa lo que seria una se-
cuencia de nucledtidos que codifica para unos aminoacidos
concretos. Debajo, la misma secuencia pero una de los nu-
cledtidos ha cambiado (A/G). Si este cambio aparece con una
frecuencia de al menos el 1% en la poblacion general, se
considera un SNP. En este caso la presencia del SNP da lugar
a un cambio de aminoacido en la proteina codificada.

Cys Asn Arg
A-TGT AT-AGA
A-TGT AT-AGA

Al

Cys _As

De especial interés son aquellos SNPs que se encuentran en la zona codificante
(cSNPs) 6 reguladora (rSNPs) de los genes, ya que en estos casos, el cambio de nu-
cleétido, pueden traducirse en un cambio de aminodcido en la proteina codificada
o en una alteracion en el nivel de expresién del gen respectivamente. En cualquiera
de estos dos casos, el SNP en cuestion puede tener una repercusion funcional, de
manera que cumpliria el segundo criterio para representar una variante de baja pe-
netrancia. El andlisis de este tipo de SNPs es lo que se conoce como “método di-
recto”, ya que se asume que es el propio SNP la variante causante de la
susceptibilidad dentro del gen estudiado.
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Sin embargo, estos suponen una minoria dentro de la totalidad de los SNPs presentes
en el genoma, siendo mds abundantes aquellos que se encuentran fuera de las zonas
no codificantes o bien dentro, pero sin dar lugar a un cambio de aminodcido. Estos
SNPs no tienen repercusion funcional, pero se pueden utilizar como marcadores
para identificar la variante causal utilizando lo que llamamos “método indirecto”.
En la Figura 5 se representa un esquema de ambas estrategias, que se desarrollaran
con mas detalle en apartados posteriores dentro del capitulo.

a b

— |

Analisis directo Analisis indirecto

Figura 5: biisqueda de variantes de baja penetrancia por método directo e indirecto
a: se selecciona un solo SNP para el estudio (en azul oscuro) en base a la informacion
previa de que puede tener una repercusion funcional. Se estudia asumiendo que es la va-
riante de baja penetrancia causal.
b: se seleccionan uno o varios SNPs para el estudio (en azul oscuro), como marcadores
genéticos sin repercusion funcional, pero que estan cercanos a la variante causal (en azul
claro) y nos daran informacion sobre la misma.

Métodos para la identificacion de variantes de baja penetrancia:
los estudios de asociacion.

La estrategia principal para la identificacion de los genes de baja penetrancia es el
estudio de asociacion, en el que se compara la frecuencia de una variante genética
en un grupo individuos afectados de la enfermedad (casos) con un grupo de indivi-
duos sanos (controles) (Figura 6). Cuando la distribucién de frecuencias difiere entre
los dos grupos de forma estadisticamente significativa, se puede asumir que existe
una asociacion entre la variante genética y la enfermedad. Aunque la estrategia de
identificacion esta clara, son muy pocos los genes de baja penetrancia identificados
hasta el momento, ya que, como veremos mdas adelante son muchas las limitaciones
que surgen.

205
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Figura 6: Adaptada de Hirschhorn et al., 2005. Los circulos y cuadrados azules de la izquierda
representan un grupo de casos y los de la derecha un grupo de controles pareados con los
casos por sexo y edad. El circulo blanco seria una variante de baja penetrancia candidata, en
este caso es mas frecuente en los casos que en los controles y al comparar su frecuencia
entre ambos grupos, encontrariamos que se asocia con un riesgo incrementado a padecer la
enfermedad que se esté estudiando.

Estudios de asociacion: metodo del gen candidato.

Los primeros estudios de asociacion estaban siempre basados en el analisis de
genes candidatos, potencialmente implicados en los procesos de carcinogénesis
(ver apartado Genes Candidatos). En principio, esta aproximacion parecia la ideal,
ya que maximizando la verosimilitud biolégica, las posibilidades de éxito son ma-
yores. Sin embargo, este tipo de analisis depende del conocimiento que se tenga
en el momento de la funcionalidad de los genes y como normalmente este conoci-
miento es limitado, la estrategia no ha sido particularmente exitosa. Hay que men-
cionar sin embargo, que si se han identificado alelos de bajo o moderado riesgo
siguiendo esta estrategia en algunos tipos de cancer, como por ejemplo el cancer
de tiroides'” o cancer de mama como veremos mds adelante.

Ademas del elegir el gen candidato, hay que determinar también los polimorfis-
mos genéticos candidatos dentro de ese gen. En este sentido existen también dos
estrategias para abordar el estudio: a) escoger un solo polimorfismo para el analisis,
que hipotetizamos como variante causal 6 b) analizar una serie de polimorfismos
marcadores que cubran toda la secuencia del gen candidato (Figura 3).

La primera estrategia ha sido la mas utilizada en los primeros estudios de aso-
ciacion, debido fundamentalmente a que antes de la secuenciacién del genoma hu-
mano, el conocimiento de la distribucién de los polimorfismos en los genes era

o
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limitado. Los polimorfismos conocidos dentro de cada gen eran pocos y no todos
presentaban las caracteristicas de frecuencia adecuadas para ser evaluados en un
estudio de asociacion. Sin embargo, esta aproximacion también ha sido de nuevo
poco exitosa por la limitacién de la informacion disponible.

La segunda estrategia es mds efectiva que la primera, ya que nos permite pasar
de evaluar un polimorfismo dentro de un gen a evaluar el gen entero como candi-
dato. Esto se consigue analizando una bateria de polimorfismos que cubran la se-
cuencia completa del gen, cuyo Gnico requisito es que la frecuencia que presentan
en la poblacion sea lo suficientemente alta como para tener la potencia estadistica
necesaria para detectar la asociacion. No es necesario que los polimorfismos tengan
repercusion funcional, ya que se estan utilizando como marcadores, de manera que
el estudio no se limita a polimorfismos en zonas codificantes o reguladoras, si no
que cualquier polimorfismo que se encuentre en el gen de interés es valido para el
estudio. Para cada gen puede haber decenas o incluso cientos de polimorfismos que
evidentemente no se analizarian en su totalidad. En este punto hay que introducir
el concepto de desequilibrio de ligamiento (LD) que hace referencia al hecho de
que dos SNPs que se encuentran fisicamente cerca, tienden a localizarse en el
mismo haplotipo mas frecuentemente de lo que cabria esperar por azar. De esta
forma, unos SNPs nos dan informacién sobre los que tienen fisicamente mas cerca-
nos y solamente es necesario analizar unos cuantos para obtener la informacién
total (Figura 7).

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNPS

ool b
T —— — —

SNP1 C/T Dos haplotipos mayoritarios
SNP2 A/G SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5
SNP3 A/T L& A A T A
SNP4 T/G T G T G C
SNP5 A/C

Figura 7: Los 5 SNPs se encuentran cercanos dentro de un gen y estan en desequilibrio de li-
gamiento. Si existen dos haplotipos (combinaciones de alelos) mayoritarios, una vez estable-
cidos, con analizar uno de los 5 SNPs, tendremos la informacion sobre los otros cuatro. En
este caso, si en el SNP1 encontramos una C, sabremos que la secuencia de alelos en el ha-
plotipo sera CAATA, sin tener que analizar los otros cuatro.
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Sobra decir que esta segunda aproximacion solamente ha sido posible a raiz de
la secuenciacion del genoma humano y la identificacion creciente de SNPs, unido
al rapido desarrollo de métodos de genotipado masivo de los mismos.

Limitaciones principales de los estudios de asociacion basados en el método del
gen candidato.

Como ya hemos mencionado, el estudio de asociacion es una simple compara-
cién de frecuencias alélicas de un polimorfismo o polimorfismos entre un grupo de
casos y un grupo de controles. Aunque el disefio es sencillo, las limitaciones son
muchas, ya que estamos tratando de identificar efectos de riesgo muy pequefios con
muy poca informacion previa sobre los genes candidatos. Podriamos hablar por
tanto, de dos factores, que son los principales causantes de la falta de éxito de los
estudios de asociacion '8
e el primero es un tamano insuficiente de la muestra analizada (bajo nimero de

casos y controles), que conlleva una falta de poder estadistico del andlisis pro-

vocando una alta tasa de falsos positivos. Una forma de minimizar estos errores
es exigir niveles de significacion estadistica mas estrictos que los que se consi-
deran apropiados en otros contextos. Segtn Pharoah et al, exigir un nivel de sig-
nificacién de 10+ para un estudio de “gen candidato”, evitaria muchos de estos
errores. Este valor serfa notablemente inferior a los exigidos para otro tipo de es-
tudios estadisticos que oscilan entre p=0.05 y p=0.01. Resulta evidente que con-
seguir el nimero suficiente de casos y controles para llegar a esos niveles de
significacion es cuando menos dificil, por no decir practicamente imposible para
cierto tipo de tumores.

¢ el segundo es, como ya se ha comentado anteriormente, las limitaciones exis-
tentes para la eleccion de genes candidatos.

Existen otras fuentes de error, que aunque mas facilmente evitables siguen siendo
muy comunes en los estudios de asociacion. Una de ellas es la seleccion inade-
cuada de los controles, que siempre tienen que estar perfectamente pareados con
los casos en cuando a sexo y edad y por supuesto, pertenecer a la misma poblacién.

Identificacion de alelos raros de moderada penetrancia en cancer de mama me-
diante el método del gen candidato.

Dado que en este capitulo hemos tomado como ejemplo el cancer de mama para
explicar diferentes conceptos, es necesario hacer un comentario sobre los nuevos
genes de moderado riesgo que se han identificado recientemente implicados en esta
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enfermedad mediante el método del gen candidato. Estos estudios se han centrado
en el andlisis de variantes genéticas en genes que codifican para proteinas implicadas
en los mismos procesos biolégicos que BRCAT y BRCA2. Hasta la fecha se han iden-
tificado al menos cuatro genes mediante esta estrategia: CHEK2 ', ATM %, BRIPT *'
y PALB2 2. Las variantes de riesgo en estos genes se han identificado mediante es-
tudios de asociacién comparando series amplias (>1000 casos) de cancer de mama
familiar con controles y en la mayoria de los casos han sido mutaciones que dan
lugar a una proteina truncada y tenian una frecuencia baja en la poblacién general
(<0.6% de heterocigotos). Si tenemos en cuenta la funcién de los genes, la prevalen-
cia de las mutaciones en la poblacién y la consecuencia biolégica de las mismas, la
similitud con los las mutaciones en los genes de alto riesgo BRCATy BRCA2 es muy
alta. Sin embargo, si tenemos en cuenta el riesgo que se ha estimado para estas mu-
taciones, que seria alrededor de dos veces el de la poblacién general, se encuentran
mas cerca de los alelos de bajo riesgo representados por los SNPs. Es precisamente
este riesgo moderado, el que hace que la segregacion de las mutaciones con la en-
fermedad no sea completa en las familias.

Estudios de asociacion de genoma completo, la era de los GWAS.

En los Gltimos anos, los estudios de asociacion en todo el genoma o GWAS,
han emergido como una auténtica revolucién en la identificacion de variantes de
bajo riesgo tanto en tumores como en otras enfermedades, en las que se considera
que el componente genético tiene un peso importante. El principio de los GWAS
es el mismo que el de los estudios de asociacién, con la importante diferencia de
que en vez de analizar un SNPs o grupo discreto de SNPs, se analizan cientos de
miles de SNPs marcadores del genoma completo. La ventaja de esta estrategia, es
que al realizarse un barrido en todo el genoma, no es necesario disponer de in-
formacion previa sobre la probabilidad a priori que puede tener un gen determi-
nado, por su funcién, de ser causante de la susceptiblidad, eliminando todas las
limitaciones que en este sentido tiene la estrategia del “gen candidato”. Por otra
parte, lo que parecia una aproximacion de dificil aplicacién, ha sido posible en
los Gltimos afnos gracias a la convergencia de las nuevas tecnologias que permiten
genotipar cientos de miles de SNPs a la vez en una sola muestra 23, junto con una
anotacién exhaustiva de los mismos en las bases de datos publicas y la determi-
nacion de los patrones de LD a gran escala a través del proyecto HapMap
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Ha sido a partir del afio 2007, cuando han surgido decenas de publicaciones
describiendo regiones candidatas a contener genes de baja penetrancia en los tu-
mores mas comunes como cancer de mama 2% 2% 26:27,: 28,29 ' prdstata 30 31,3233 34,35
colon 36:37:38:39,40.41 ‘nylmon 42 4344 o vejiga *>*¢ entre otros. Al contrario de los es-
tudios de gen-candidato, los resultados de los GWAS estan siendo muy prometedo-
res, identificando loci inesperados y apuntando a nuevas vias implicadas en la
patogénesis de estas enfermedades.

Resultados de GWAS en cdancer de mama. Identificacion de alelos de baja pene-
trancia. Limitaciones del disefio.

Siguiendo con el modelo de cdncer de mama, hasta la fecha se han descrito
once variantes de baja susceptibilidad en cancer de mama validadas, nueve de las
cuales han sido identificadas a través de GWAS. En laTabla 1 se resumen las carac-
teristicas de las mismas, asi como el p-valor que presentaron en el estudio de aso-
ciacién que en el caso de los GWAS, se ha establecido en un maximo de 107 para
considerarlo como estadisticamente significativo.

Tabla 1. Resumen de las 11 variantes de bajo riesgo asociadas con cancer de mama (modifi-

cado de *)
Genes cerca de la Riesgo relativo por
region Variante alelo (95%IC)b p-valor Referencia

FGFR2 10026 152981582 0.38 1.26 (1.23-1.30) 2x10-76 24
10q26 151219648 0.39 1.32 (1.17-1.49) 1.1x10-10 26

TNRC9/L0C643714 16q12 1$3803662 0.25 1.20 (1.16-1.24) 1x10-36 24
16q12 rs3803662 0.27 1.28 (1.21-1.35) 5.9x10-19 27

NEK10/SLC4A7 3p24 154973768 0.46 1.11(1.08-1.13) 4.1x10-23 48

MAP3K1/MGC33648/ 5q11 rs889312 0.28 1.13 (1.10-1.16) 7x10-20 24

MIER3

ESR1 6025 152046210 0.36 1.29 (1.21-1.37) 2.0x10-15 29

TNP1/IGFBP5/IGFBP2/ 2435 rs13387042 0.50 1.20 (1.14-1.26) 1.3x10-13 27

TNS1

FAM84B/c-MYC 8024 rs13281615 0.40 1.08 (1.05-1.11) 5x10-12 24

MRPS30/FGFR10 5p12 1510941679 0.24 1.19 (1.13-1.26) 2.9x10-11 27

LSP1/H19 11p15 rs3817198 0.30 1.07 (1.04-1.11) 3x10-9 24

COX11/STXBP4/ 17q22 186504950 0.27 0.95 (0.92-0.97) 1.4x10-8 48

TOM1L1

CASP8 10p14 151053485 0.13 0.88 (0.84-0.92) 11x10-7 49

* MAF= minor allele frequency (frecuencia del alelo menos comdn).

b riesgo por alelo asumiendo un efecto multiplicativo y relativo al homocigoto para el alelo comdn.

I
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Como se puede observar, todos los alelos identificados confieren un riesgo rela-
tivo muy bajo y son comunes en la poblacién general, como corresponde al con-
cepto de gen de baja penetrancia previamente definido.

Una de las limitaciones que por ahora presentan este tipo de estudios es que,
por el propio disefio del estudio, el mecanismo biolégico subyacente a las asocia-
ciones encontradas es atin desconocido. De hecho, no estd claro que ninguna de
estas variantes sea la causal o simplemente esté en LD con otra que sea la que re-
almente tiene una repercusién en la susceptibilidad desde el punto de vista funcio-
nal. En el caso del cancer de mama, solamente la asociacion con FGFR2 ha sido
concretada, a través de estudios epidemioldgicos y funcionales, a dos variantes que
posiblemente son las causales por afectar a la expresion del gen °°. Es muy impor-
tante resaltar que la mayoria de las variantes identificadas se encuentran en intrones
o regiones intergénicas y no en regiones codificantes donde a priori se esperarian
encontrar la mayoria de los cambios con repercusion funcional. El ejemplo mas Ila-
mativo es el del locus 8q24, que es una region que se ha identificado como de sus-
ceptibilidad para varios tipos de cancer, ademas de cancer de mama y que se
encuentra a cientos de kilobases del gen mds cercano.

Por otra parte, este tipo de aproximacién esta enfocada a la identificacion de
alelos comunes en la poblacién general, ya que no tienen suficiente poder estadis-
tico para detectar efectos de riesgo causados por variantes raras. Teniendo en cuenta
que en el caso del cancer de mama, las variantes raras de moderado riesgo forman
parte de la arquitectura genética de la enfermedad, es evidente que con los GWAS
no seria suficiente para captar toda la variabilidad genética subyacente al riesgo.

Pero quiza el tema mas debatido en cuanto a los resultados de los GWAS reside
en cudl es su utilidad clinica potencial. Es evidente que la utilidad es muy limitada
si consideramos los SNPs a nivel individual, ya que a este nivel, el incremento en
el riesgo que suponen es minimo. El futuro estd en utilizar la combinacion de SNPs
para establecer perfiles de riesgo poligénicos. Estos perfiles podrian permitir estra-
tificar a la poblacion en grupos de riesgo, en el contexto de programas de cribado
y en combinacién con factores de riesgo ambientales °'.
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Estrategias para identificar nuevos loci de susceptibilidad

A pesar de los importantes descubrimientos recientes tratados en este capitulo, es
indudable que las variantes de baja penetrancia identificadas hasta el momento ex-
plican una fracciéon muy pequefa del riesgo de cancer, en el caso del cancer de
mama, aproximadamente un 5% del exceso de riesgo familiar observado. Seria de-
seable mejorar el poder estadistico de los GWAS, sin necesidad de incrementar al
tamafo muestral ni los costes experimentales. Una manera de hacerlo es utilizar
poblaciones enriquecidas en “predisposicién genética”, utilizando casos con historia
familiar de cdncer o edad de aparicién temprana para la fase de descubrimiento,
tal y como se hizo en el estudio de Easton y colaboradores para cancer de mama**.
Otra posibilidad es realizar un andlisis conjunto de los datos ya publicados para in-
crementar el poder estadistico sin necesidad de coste adicional y permitir el andlisis
de interacciones entre genes. Otra posible mejora es homogeneizar los casos estra-
tificandolos por subgrupos histolégicos por ejemplo para identificar efectos que pue-
dan ocurrir en un tipo determinado pero que se diluirian al utilizar la muestra global.

Por dltimo, la estrategia mas exhaustiva para comprender la arquitectura genética
del cancer y de otras enfermedades complejas seria una resecuenciacion del ge-
noma completo en una cohorte amplia de casos y controles. Esta aproximacion no
tendria la limitacién de tener que elegir genes candidatos y capturaria el rango com-
pleto de variantes comunes, raras, codificantes y no codificantes, cubriendo todo
el abanico de posibles alelos de susceptibilidad. Aunque a corto plazo no sea fac-
tible, el reciente desarrollo de las tecnologias de ultrasecuenciacion 2, permitira
conseguir este objetivo en un futuro.
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Introducciéon

El asesoramiento genético en cancer es una actividad sanitaria relativamente re-
ciente, consecuencia de la identificacién y caracterizacién de las bases genéticas
de algo mas de una docena de sindromes con una marcada predisposicién al cancer,
en la pasada década. Saber que ciertos individuos heredaban de sus padres genes
alterados que les predisponian a desarrollar neoplasias a edades jévenes, pronto se
convirtié en un serio problema sanitario que requeria soluciones eficaces. En pocos
anos se ha llegado a tener una idea bastante precisa de la magnitud del cancer he-
reditario, una porcion significativa de profesionales conoce el problema y son ca-
paces de identificar familias en las que existe agregacion de tumores, se han creado
algunas unidades multidisciplinarias donde acuden las familias para ser evaluadas,
existen laboratorios capacitados para analizar los genes responsables de los sindro-
mes de predisposicion al cancer, y en unos pocos centros hospitalarios hay unidades
especializadas en el seguimiento de pacientes con alto riesgo para cancer. Aunque
es evidente el avance en estos pocos afnos, ain queda mucho por aprender y mas
aln por hacer en la atencién de familias con algtn tipo de cancer hereditario.

Cuando un individuo consulta por sus antecedentes personales y/o familiares de
cancer, la primera pregunta que se le plantea al profesional que le atiende es si esta
0 no estd ante un posible caso de cancer hereditario. En la actualidad existen unos
100 6 200 diferentes sindromes de predisposicion al cancer (SPC), algunos de los
cuales se citan mds adelante. La cuestion no es que el profesional sepa en detalle
las caracteristicas de cada uno de estos SPCs. Primero, y elemento esencial de todo
el proceso, es el reconocimiento de aquellas circunstancias que caracterizan al can-
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cer hereditario. Saber que se esta ante un caso de cancer hereditario es saber que
los miembros de esa familia se van a poder beneficiar del asesoramiento genético,
que probablemente pueda efectuarse el estudio de algtin gen de susceptibilidad
cuyos resultados nos van permitir ofrecer riesgos concretos, y que podran aplicarse
medidas de prevencion en los familiares a riesgo.

El primer objetivo de este capitulo es facilitar el reconocimiento del cancer he-
reditario; dar a conocer aquellas herramientas que nos pueden ayudar en el proceso
de reconocimiento de un SPC. Para ello hay que tener una idea de qué es un sin-
drome, y qué es el cancer hereditario. Los SPCs se van a transmitir en las familias
de acuerdo a los modelos mendelianos. Por esta razén es imprescindible tener co-
nocimiento de los modelos de herencia y de cémo se construye un arbol familiar.
Saber que si en una familia se llega a identificar un modelo de transmisién del can-
cer, esto significa que se ha dado un gran paso para el asesoramiento de la familia.
Pero cuando se habla de sindromes y de modelos de herencia, conviene estar fami-
liarizados con conceptos de la Genética como son la penetrancia, la expresividad
o la heterogeneidad clinica y genética. Dominar estos conceptos es esencial cuando
se trabaja con enfermedades genéticas, como es el cancer hereditario. Por dltimo,
es importante que el profesional sanitario aprenda a identificar los rasgos mas efi-
caces para discriminar entre cancer esporadico y cancer hereditario.

El segundo objetivo del capitulo es ofrecer informacién sobre los diferentes SPCs,
mas con la intencion de orientar que de ser exhaustivos. El capitulo finaliza con
una serie de tablas en las que se listan los SPCs mas habituales y los tipos de tumores
que se observan en los SPCs, que pueden ser utilizadas como puerta de entrada a
entidades no bien conocidas, o como ayuda o gufa ante una sospecha diagndstica.

Definicidn de sindrome

El término sindrome se utiliza para referirse a un conjunto de defectos, alteraciones,
o sintomas patogénicamente relacionados, en el que puede o no conocerse la causa,
y ésta puede o no ser genética. Es decir, hablamos de sindrome cuando identifica-
mos un conjunto de caracteristicas que diferenciamos de otros conjuntos o carac-
teristicas aisladas, y que asumimos tienen una base comun .
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No todos los signos, anomalias o alteraciones del fenotipo aparecen siempre con
la misma frecuencia en el sindrome. Algunos rasgos son comunes, mientras que
otros pueden aparecer con poca frecuencia. El término espectro fenotipico se refiere
al total de alteraciones o signos que pueden observarse en un sindrome y a su fre-
cuencia en la poblacién con el sindrome. Saber si un determinado signo o alteracién
es parte de un sindrome no es una tarea sencilla. En general, si su frecuencia en la
poblacion de personas con el sindrome es superior a su frecuencia en la poblacion
control o general, puede considerarse como parte del sindrome.

En los SPCs, el cancer suele ser la alteracion fenotipica mas severa y, en muchos
casos, la mas caracteristica del sindrome. En algunos sindromes el cancer es la Ginica
manifestacién fenotipica, por ejemplo en el Sindrome Li-Fraumeni, en el Cancer de
Mama y Ovario Hereditario (el sindrome de predisposicion al cadncer mas frecuente),
o en el Cancer Gastrico Difuso Hereditario. En otros sindromes se observa un con-
junto de tumores benignos y malignos afectando a diferentes 6rganos o tejidos,
como ocurre en el sindrome de von Hippel Lindau, o en la Neurofibromatosis. En
un tercer tipo de SPCs, el cancer es un signo mas dentro de un conjunto de mani-
festaciones fenotipicas complejas, como ocurre en el sindrome de Cowden, en el
Peutz Jeghers, o en el sindrome de Rothmund-Thompson. En estos sindromes se ob-
servan mlltiples defectos del desarrollo, tumores benignos y canceres.

Predisposicion hereditaria al cancer

Aproximadamente un 5-10% de todos los canceres tiene una base hereditaria 2.
Dentro de este 5-10%, se engloban todos los sindromes de predisposicion al cancer.
El cancer hereditario es consecuencia de mutaciones en proto-oncogenes, genes
supresores de tumores o genes encargados de la reparacion, integridad o estabilidad
del ADN. Todos estos genes han sido comentados en un capitulo previo. En la ma-
yoria de los casos las mutaciones en estos genes son altamente penetrantes . Se
suele heredar una copia mutada de uno de estos genes, si bien esta circunstancia
no es suficiente para el desarrollo del tumor. El cancer sélo llegara a manifestarse
tras la acumulacion de nuevas mutaciones somaticas. Es decir, en la mayoria de los
SPCs se hereda la predisposicién a desarrollar cancer de acuerdo a patrones men-
delianos.
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La mayoria de los SPCs son poco frecuentes, y en todos ellos el riesgo para can-
cer excede el riesgo poblacional, si bien las cifras de riesgo son muy diferentes de
unos a otros. Ademas, estos sindromes manifiestan una gran variabilidad en su ex-
presividad, de modo que, dentro de una misma familia podemos observar marcadas
diferencias en la edad de aparicion, el tipo de tumor, su localizacion, o en la agre-
sividad o tasa de supervivencia.

La identificacion de familias con SPCs es clinicamente relevante ya que el riesgo
de sus miembros para desarrollar cidncer es muy elevado. Sin una adecuada historia
familiar, muchos SPCs pueden no ser identificados y ser considerados como tumores
de caracter esporadico. La historia familiar es sin duda la herramienta mas eficaz
para determinar la probabilidad de que una determinada familia tenga un SPCs, y
para poder llevar a cabo el proceso de asesoramiento genético *.

Modelos de herencia

La practica totalidad de los SPCs conocidos hasta la fecha, son procesos monogé-
nicos y, en consecuencia, se heredan siguiendo patrones mendelianos relativamente
sencillos de identificar. Cuando un profesional sanitario se enfrenta a una familia
en la que han ocurrido varios casos de cancer, surgira la duda de si esos canceres
han ocurrido de acuerdo a un modelo de herencia conocido. Llegar a determinar
un patrén de herencia concreto supone un importante avance ya que nos va a per-
mitir precisar los riesgos de cancer en los miembros de la familia.

Los patrones de herencia mendelianos dependen de la localizacién cromosé-
mica del gen responsable y de la clase de fenotipo (una amplia descripcion de los
modelos de herencia puede obtenerse consultando textos de Genética como el cla-
sico Thompson & Thompson °). Hay dos posibles localizaciones: autosomica, el
locus del gen se encuentra en un autosoma (cromosomas del 1 al 22), o sobre un
cromosoma sexual (X 0Y). En el primer caso hablaremos de herencia autosémica y
en el segundo de herencia ligada al sexo y, en concreto, de herencia ligada al X o,
mucho menos frecuentemente, de herencia ligada al Y. Respecto al fenotipo, éste
puede ser dominante o recesivo. Dominante es el fenotipo que se manifiesta cuando
existe un solo alelo variante, independientemente del otro alelo. Recesivo es el fe-
notipo que se manifiesta cuando ambos alelos son variantes; se necesitan ambas
copias del gen alteradas para que aparezca el fenotipo.
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Por tanto, podemos esperar sélo cuatro patrones basicos de herencia mende-
liana: autosémico dominante, autosémico recesivo, ligado al sexo dominante y, por
dltimo, ligado al sexo recesivo °.

Herencia autosdmica dominante

El gen responsable del rasgo o enfermedad se localiza en un autosoma, los cromo-
somas numerados del 1 al 22, y el fenotipo que se asocia a ese gen se manifiesta
independientemente del estado del otro alelo, se manifiesta tanto en heterocigosis
como en homocigosis (se dice que un individuo es heterocigoto cuando presenta
dos alelos diferentes, uno en cada cromosoma, en un determinado gen; mientras
que homocigoto es el individuo que tiene los dos alelos del gen idénticos).

Este es el modelo de herencia mas comdn en los SPCs. Los sindromes mds fre-
cuentes como el Cancer de Mama y Ovario Hereditario, la Poliposis Adenomatosa
Familiar, el Sindrome de Lynch o Cancer Colorrectal Hereditario No Polipésico, se
ajustan a este modelo de herencia. Hay que insistir que en estos sindromes y en los
restantes SPCs se transmite la susceptibilidad a desarrollar el cancer; para que apa-
rezca el cancer es necesario que, a nivel somatico, las células acumulen nuevas mu-
taciones, entre ellas la mutacion en el otro alelo, el normal, del gen de que se trate.

1 2 3
70
I 83 + 481

J,;eré.a &s Jm

dx 37

@ ca colorrectal
(D ca ovario

+ portador de mutacién en MSH2

" no portador de mutacién en MSH2

Cuadro 1: Familia con Sindrome de Lynch (OMIM#120435), asociada a mutacion germinal en
MSH2, modelo de herencia autosomica dominante
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En el Cuadro 1 puede verse la genealogia de una familia con sindrome de Lynch
y en la que puede deducirse una herencia autosémica dominante. El probandus y
consultante, identificable por estar marcado con una flecha en el arbol (individuo Ill-
5), es una mujer joven que consulta por haber tenido un adenocarcinoma de colon a
los 37 afos. Puede observarse en la familia que el cancer, frecuente pero no exclusi-
vamente colorrectal, se ha transmitido verticalmente, afectando a cuatro generaciones
consecutivas. El cancer lo transmiten tanto las mujeres como los varones, existe trans-
misién de varén a varén y resultan afectados por igual mujeres y varones. La proba-
bilidad de que un individuo transmita el gen mutado a su descendencia es de 1 en 2
(50%). Esto es porque existen sélo dos posibilidades reales: el individuo transmite a
su descendencia el cromosoma con la copia normal del gen o bien el cromosoma
con la copia alterada. Los individuos que transmiten la enfermedad son afectados,
han tenido cancer, excepto el individuo 1I-2 en el Cuadro 1. Esta mujer fallecié con
81 afios sin haber desarrollado la enfermedad, no tuvo cancer a pesar de ser portadora
del gen alterado que ha transmitido al menos a dos de sus hijos, que han desarrollado
cancer colorrectal . En esta mujer ha ocurrido una falta de penetrancia. La penetrancia
es la probabilidad de que un gen tenga manifestacion en el fenotipo. Se dice que la
penetrancia es completa cuando siempre que el gen esta presente, se manifiesta el
rasgo o la enfermedad. En el resto de los casos la penetrancia es incompleta y suele
expresarse como un porcentaje. Si un determinado rasgo tiene una penetrancia del
90%, quiere decir que de cada 100 individuos que tengan el gen responsable, 90 ma-
nifestaran el rasgo y 10 no lo manifestaran. Una penetrancia incompleta puede con-
fundir la interpretacion del modelo de herencia y del asesoramiento, ya que un
individuo que no presenta el rasgo aparentemente interrumpe la transmision vertical
de la patologia, y hace pensar que no ha heredado el gen alterado y, por tanto, no va
a transmitir la enfermedad.

En el Cuadro 1 podemos también observar como las manifestaciones fenotipicas
difieren entre los distintos individuos portadores de la mutacion en MSH2. Algunos
pacientes han desarrollado cancer colorrectal a edades muy tempranas, por ejemplo
la mujer V.2 con tan solo 16 afios. Otros miembros de la familia han tenido dos tu-
mores colorrectales (el individuo 11-4), otros han padecido cancer de ovario (111-12),
etc. Es decir el fenotipo (fenotipo son las caracteristicas fisicas y/o bioquimicas ob-
servables de la expresion de un gen), asociado a la alteracién genética no siempre
es el mismo y no siempre tiene la misma severidad. Esta circunstancia se conoce
como expresividad variable del fenotipo. No siempre van a aparecer el mismo nu-
mero de tumores ni el mismo tipo de tumor, ni en la misma localizacién, ni a la
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misma edad. Un ejemplo muy llamativo de expresividad variable es el de los feno-
tipos asociados a mutaciones en el gen PTEN. Pacientes que presentan mutaciones
en este gen, incluso las mismas mutaciones, pueden tener un fenotipo reconocible
como sindrome de Cowden, o el fenotipo del sindrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba, o en algunos casos, el fenotipo del sindrome de Proteus (ver Tabla 1), u
otros fenotipos menos frecuentes °. Ademas, el riesgo de cancer asociado a cada
una de estas entidades probablemente no es el mismo. Mientras que los pacientes
con sindrome de Cowden tienen riesgos elevados para cancer de mama, carcinoma
papilar de tiroides y carcinoma de endometrio, estos riesgos no parecen ser los mis-
mos para pacientes con el sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba, y muy proba-
blemente son alin menores para pacientes con fenotipo Proteus.

Tanto la penetrancia incompleta como la expresividad variable son factores que
deben ser tenidos en cuenta a la hora de valorar un arbol familiar y, sobre todo, a
la hora del asesoramiento genético de los pacientes. En el Cuadro 1, la mujer [I-2
que fallecié con 81 afos, era portadora asintomdtica de una mutacion en el gen
MSH?2. Su padre también era portador de la mutacién y fallecié a los 60 afios, y dos
de sus hijos han desarrollado ya la enfermedad. Sin embargo, no podemos asegurar
que el individuo 1I-10 o el IV-1, se vayan a beneficiar por esa misma falta de pene-
trancia observada en su tia y abuela, respectivamente. La penetrancia del cancer
colorrectal en el sindrome de Lynch es del 80%. Esto quiere decir que de cada 100
individuos portadores de una mutacién en un gen de reparacion del ADN (asu-
miendo la misma capacidad patogénica para todas las mutaciones en cada uno de
estos genes), 80 van a desarrollar cancer colorrectal, a una edad media de 45 anos,
y 20 no van a tener este cancer. Ademas, como podemos deducir del arbol mostrado
en el Cuadro 1, la mutacion en MSH2 identificada en esta familia muestra expresi-
vidad variable y la imposibilidad para predecir un fenotipo debe ser comunicada al
paciente a la hora del asesoramiento.

Para terminar con el arbol del Cuadro 1, llamar la atencion sobre el miembro de
familia Ill-2. Se trata de una mujer de 48 afios que tuvo cancer colorrectal a los 40.
Su madre de 83 afos con cancer colorrectal a los 47, y sus hermanas de 50 y 42
con diagnésticos de cancer colorrectal a los 34 y 37, son portadoras de la mutacién
familiar en el gen MSH2. En ella hubiera sido esperable la deteccion de esta misma
mutacién familiar. Sin embargo, ésta no ha aparecido en el estudio de su sangre pe-
riférica. La paciente Ill-2 ha tenido un cancer colorrectal esporadico, no asociado
a mutaciones germinales en genes de susceptibilidad, en el seno de una familia con
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un sindrome de Lynch causado por mutacién en el gen MSH2. Esta circunstancia
se conoce como fenocopia, el fenotipo es el mismo pero la causa es distinta. En los
otros miembros de la familia la causa es la mutaciéon en MSH2, mientras que en la
mujer 111-2 la causa es la interaccion normal genotipo-ambiente. El hallazgo no es
excepcional pues el cancer es una enfermedad frecuente y, en consecuencia, en
una familia con un SPCs, un porcentaje significativo, hasta un tercio 7, de los indi-
viduos no portadores podrian desarrollar cancer esporadico.

El Sindrome de Lynch al igual que muchos otros SPCs, es heterogéneo desde el
punto de vista genético. Distintas mutaciones en el gen MSH2 por ejemplo, pueden
producir el mismo fenotipo: cancer colorrectal, gastrico, de ovario, etc. Esta hete-
rogeneidad genética se conoce como alélica: distintas mutaciones en MSH2, es
decir, distintos alelos del gen originan idéntico fenotipo. Pero ademas el sindrome
también muestra heterogeneidad genética de locus, que implica que distintos genes
en distintos loci son capaces de producir el mismo fenotipo. De hecho se conocen
al menos 7 diferentes genes encargados de la reparacion de los dafios en el ADN,
cuyas mutaciones son responsables de la aparicion del Sindrome de Lynch 8.

En resumen, es conveniente que la persona que deba valorar familias con posible
cancer hereditario esté familiarizada con conceptos como penetrancia, expresividad
variable, fenocopias, o heterogeneidad genética, ya que son factores que si no se
tienen presente pueden conducir a graves errores. Ademas, es conveniente tener
presente que algunos rasgos fenotipicos de los SPCs pueden estar limitados por el
sexo (cancer de testiculo o de endometrio) o influidos por el sexo (cancer de mama).
Este hecho también puede inducir a error a la hora de valorar el riesgo en familias
en las que hay mayor presencia de uno de los sexos.

Herencia autosdmica recesiva

Se dice que una herencia es autosémica recesiva cuando el fenotipo sélo aparece
en estado de homocigosis, en contraste con las entidades dominantes en las que las
manifestaciones fenotipicas aparecen en estado de heterocigosis. Los individuos
afectados, homocigotos, han heredado una copia mutada del gen de cada uno de
sus padres, que, en la mayoria de los casos, suelen ser heterocigotos (portadores)
para la mutacion.
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En el Cuadro 2 se muestra un arbol de una familia con Ataxia-Telangiectasia, un
ejemplo de SPCs con herencia autosémica recesiva. El probandus es una nifia ac-
tualmente de 15 afos, diagnosticada a los 2 afios de Ataxia-Telangiectasia. La pa-
ciente tiene dos hermanos mas jévenes, uno afectado y otro sano. Ambos padres
son jévenes y no muestran signos de la enfermedad. En el arbol familiar es evidente
que los casos han aparecido en una Gnica generacion (la generacion Ill). Esta distri-
bucién horizontal de los casos difiere de la vertical que caracteriza al patrén de he-
rencia autosémico dominante. Resultan afectados por igual las mujeres y los
hombres. Vemos ademas, que los padres de los individuos afectados son sanos, no
muestran signos de la enfermedad. Esto es asi porque para que la enfermedad apa-
rezca es necesario tener mutadas las dos copias del gen en cuestion, y los padres
son portadores de sélo una copia anémala del gen. El riesgo para los descendientes
en la herencia recesiva se muestran en el Cuadro 3. La situaciéon mas comun es
cuando ambos padres son portadores de un alelo recesivo (situacién A en el Cuadro
3), y en tal caso, el riesgo de tener un descendiente afectado es de 1 en 4 (25%).
Sin embargo, también hay que esperar las situaciones B en la que unos de los padres
es afectado (homocigoto) y el otro portador (heterocigoto), o la C en la que ambos
padres son afectados. En las dos situaciones los riesgos son claramente diferentes.
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.- Ataxia-telangiectasia

@E Portador (heterocigoto) de mutacion en el gen ATM

Cuadro 2: Familia con Ataxia-telangiectasia (OMIM#208900), ejemplo de herencia autosémica
recesiva
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Por definicién, los trastornos recesivos sélo se manifiestan en situacion de ho-
mocigosis, cuando las dos copias del gen son anémalas. En el Cuadro 2, los dos in-
dividuos afectados, 1lI-1 y 1lI-2, tienen mutadas ambas copias del gen ATM. Cada
una de estas mutaciones la han heredado de uno de sus padres que son heterocigo-
tos para la mutacion y, como suele ocurrir, no presentan signos de Ataxia-telangiec-
tasia. Una Gnica copia anémala del gen no tiene repercusion en el fenotipo. La
mayoria de estas copias anémalas se encuentran en individuos que no manifiestan
la enfermedad. En estas circunstancias, estos genes pueden permanecer ocultos den-
tro de una misma familia y ser transmitidos de generacién en generacion sin evi-
dencia alguna de su presencia. Sin embargo, la enfermedad puede aparecer en la
familia cuando se unen dos miembros de la misma. Esta circunstancia se denomina
consanguinidad y es un fendmeno frecuente en trastornos que siguen un patrén de
herencia autosémico recesivo. En el Cuadro 2 observamos como los padres de los
nifos afectados (1I-3 y 1l-4, la consanguinidad se representa con linea de unién entre
ambos doble), son miembros de la misma familia (primos hermanos) y ambos son
portadores de una copia mutada del gen ATM. La frecuencia de portadores de mu-
taciones en el ATM en la poblacion general se ha estimado es del 1% °, por tanto
la probabilidad de que dos miembros de la poblacién general no emparentados ten-
gan un hijo con Ataxia Telangiectasia es de 1 en 40.000 (1/100 x 1/100 x 1/4, es
decir probabilidad de que un padre sea portador 1/100, multiplicado por la proba-
bilidad de que el otro padre también sea portador 1/100, y multiplicado por la pro-
babilidad de que dos portadores de un gen recesivo tengan un hijo afectado 1/4).
Légicamente estas cifras cambian cuando se habla de individuos de la misma familia
donde existe una probabilidad mucho mas alta de que ambos individuos sean por-
tadores del mismo gen recesivo. Ademas la probabilidad de que exista consangui-
nidad se incrementa en la medida que la enfermedad aparecida en la familia es mas
rara, ya que al ser mas baja la frecuencia de portadores en la poblacién general es
mas improbable que éstos se encuentren por azar.

Como se ha dicho y de acuerdo con los modelos clasicos de herencia recesiva,
los portadores de una Gnica copia alterada de un gen recesivo no manifiestan signos
de la enfermedad. Esto no siempre es asi, y de hecho, en la actualidad se conocen
numerosas entidades recesivas en las que los portadores manifiestan bien una forma
atenuada de la enfermedad, o bien ciertos rasgos de la enfermedad. En esta linea,
los pacientes con Ataxia Telangiectasia muestran susceptibilidad a desarrollar cancer,
el 38% de los pacientes lo desarrollan, en especial leucemias y linfomas, y las por-
tadoras de mutaciones en el ATM podrian también tener un riesgo incrementado
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para desarrollar cancer de mama °. Este incremento del riesgo podria estar en rela-
cion con el dafio en el ADN inducido por la exposicion a radiacion ionizante, a la
que los portadores en ATM podrian mostrar una especial sensibilidad '°.

El fenotipo de los afectados por sindromes recesivos suele ser mas uniforme que
el de los cuadros dominantes, presentan una expresion menos variable. Esta mayor
uniformidad, probablemente guarda relacion con la falta del efecto modulador que
ejerce la presencia de un alelo sano. Un reducido niimero de SPCs muestra una he-
rencia autosomica recesiva. Se trata de entidades que suelen manifestarse en el mo-
mento del nacimiento o que se detectan en los primeros meses de vida. Ademds,
muchos tienen cuadros clinicos severos en los que el cancer suele ser una manifes-
tacion mas dentro de un fenotipo complejo.

Herencia ligada al sexo

Es aquella herencia asociada a genes localizados en los cromosomas sexuales X e
Y. El 95% del contenido genético del cromosomaY es especifico del sexo masculino
y tiene que ver con la determinacién de la masculinidad, mientras que menos del
5% esta compuesto por genes incluidos dentro de la regién pseudoautosémica .
En el catdlogo OMIM de Victor McKusick '2, se recogen tan s6lo 60 entradas rela-
cionadas con genes en el cromosomaY y dada su escasa relacién con el cancer he-
reditario, no parece éste el lugar mas adecuado para extenderse en este modelo de
herencia.
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A Progenie de portador (R/r)* y portador (R/r)
R r
R/R R/r
R
sano sano, portador
R/r r/r
r
sano, portador afectado
Y4 sanos %> sanos, portadores Vs afectados
* R: alelo normal r: alelo mutante

B Progenie de portador (R/r) y afectado (r/r)
R r
R/r r/r
r
sano, portador afectado
R/r r/r
r
sano, portador afectado
2 sanos , portadores > afectados

Progenie de afectado (r/r) y afectado (r/r)

r r
r/r r/r
r
afectado afectado
r/r r/r
r
afectado afectado

100% afectados

Cuadro 3: Herencia recesiva: riesgos para los descendientes en las tres posibles situaciones.

—
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En cambio existen varios SPCs con herencia ligada al cromosoma X tanto rece-
siva como dominante. Un ejemplo de herencia ligada al X recesiva puede observarse
en el Cuadro 4. La consultante es una mujer joven, sin antecedentes personales de
cancer ni enfermedad conocida, con tres hijos pequefios, dos de los cuales han te-
nido linfoma B difuso de células grandes a los 3 y 9 anos de edad. El tercer hijo esta
sano. La consultante ha tenido tres hermanos, uno vive sano con 35, y los otros dos
fallecieron, a los 9 afnos por un linfoma de Burkitt, y el otro hermano a los 21, por
un sindrome hemofagocitico. En la generacion anterior, una hermano de la madre
de la consultante fallecié a los 3 anos por un cuadro con fiebre e ictericia que durd
diez dias. En el resto de la historia no aparecen otros datos de interés.

TBO‘Z}—’—éT“ ,é é é é t15 16 93
parto TBC Tifus

13 Trafico

1&19 2£¢213 35

[d Linfoma Burkitt
01 LBDCG Ictericia + fiebre, 10 dias de evolucion
& Ca. Colon

P Sind. Hemofagocitico

Cuadro 4: Herencia ligada al X recesiva. Familia con el Sindrome Linfoproliferativo ligado al X
o enfermedad de Duncan (OMIM#308240)

La distribucion de los casos en el arbol en el Cuadro 4, sugiere la herencia ligada
al sexo: s6lo aparecen varones afectados y las mujeres parecen actuar como transmi-
soras. En efecto, en esta herencia, el fenotipo se expresa en todos lo varones que han
heredado la mutacion. El trastorno practicamente queda restringido a los varones, ya
que solamente las mujeres que sean homocigotas para la mutacion manifestaran el
fenotipo, con la excepcion de los casos poco comunes de heterocigotas sintomaticas,
que manifiestan signos de la enfermedad habitualmente con menor severidad o gra-
vedad clinica que los varones afectados. Este es un fenémeno que guarda estrecha
relacion con la inactivacién del X °. Sin embargo, por lo general, las heterocigotas
para una patologia ligada al X recesiva no manifiestan signos de la enfermedad.
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Los varones afectados transmiten el X portador del gen anémalo, a todas sus
hijas que seran portadoras y transmisoras de la enfermedad. Los hijos varones de
éstas tendran un riesgo de un 50% de heredar el cromosoma X anémalo y, en con-
secuencia, de manifestar la enfermedad. En cambio, los hijos de varones afectados
no van a recibir el X anémalo y no padeceran ni transmitiran la enfermedad. La no
transmisién varén-varén es una de las caracteristicas de la herencia ligada al X y un
factor diferenciador con la herencia autosémica dominante.

En la herencia ligada al X dominante la enfermedad se manifestara habitualmente
en las mujeres heterocigotas. Segln este modelo, todas las hijas de un varén afec-
tado, manifestaran la enfermedad, y ninguno de los hijos varones resultara afectado.
En cambio las mujeres afectadas trasmitiran la enfermedad de manera idéntica a la
observada en el modelo autosémico dominante: el riesgo de que sus hijos, de ambos
sexos, resulten afectados serd del 50%.

En la herencia ligada al X dominante puede ocurrir que la alteracion genética
sea letal en varones, dada su condicién de hemicigotos para el cromosoma X. En
esta situacion se observan familias en las que sélo resultan afectadas las mujeres y
como consecuencia, la enfermedad sélo es transmitida por estas mujeres afectadas.

Construccion del arbol familiar

Los SPCs como la mayoria de las enfermedades genéticas se transmiten en las fami-
lias siguiendo alguno de los modelos de herencia comentados. Para averiguar el
modelo de herencia es muy Util el dibujo del arbol familiar o pedigree de la familia.
Este consiste en la representacion grafica de las relaciones y de las caracteristicas
que nos interesan de los distintos miembros de la familia. Para la elaboracién del
arbol familiar se utilizan una serie de simbolos estandarizados, algunos de los mas
habituales se recogen en el Cuadro 5. Una relacién mas detallada de la simbologia
utilizada en la construccién de pedigrees humanos puede encontrarse en '3.

Para la construccién de arboles de familias con sospecha de SPCs hay que tener
presente:
1.- A partir del probandus o del consultante, recoger informacién de las genera-
ciones posteriores, si las hubiera, y anteriores al mismo, intentando obtener
datos de al menos tres generaciones en la rama familiar de nuestro interés.
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2.- Marcar en el pedigree todos los casos de cancer y lesiones preneoplasicas

ocurridos, indicando:

- Localizacion del tumor

- Tipo de tumor

- Edad actual del paciente y en el momento del diagnéstico del cancer.

- Lugar y fecha de intervencién del cancer y de otros tratamientos, si
procede. Es importante obtener esta informacién pues en muchos
casos va a ser necesario contactar con los centros hospitalarios donde
atendieron a miembros de la familia, para obtener, previa firma de con-
sentimiento por parte del paciente, material biolégico donde realizar
estudios genéticos especificos. Ademds no hay que olvidar que, en la
medida que sea posible, debe intentarse documentar los casos de can-
cer ocurridos en la familia, mediante informes clinicos, patolégicos,
necroldgicos, etc.

o
b

Recoger la informacién de los individuos no afectados y de los ya falleci-
dos, indicando edad y causa del fallecimiento. Sehalar también los abor-
tos o recién nacidos muertos si los hubo, y la causa de los mismos si se
conoce.

o~
‘I

Obtener la mayor informacién posible de otras enfermedades de origen
genético o de defectos del desarrollo, anomalias congénitas o retraso men-
tal, que pudiera haber en la familia, indicando en el pedigree los indivi-
duos afectados. Observar si alguno de estos problemas segrega con el
cancer en la familia.

Una vez reunida la informacién y determinada la estructura de la familia con
todos los miembros, hay que ver si la aparicién de los tumores se ajusta a alguno
de los modelos de herencia comentados y cabe pensar en algtin SPC. Tener presente
que hoy en dia es comin encontrar familias de tamano pequefo y recordar que una
gran mayoria de los SPCs sigue una herencia autosémica dominante, que es muy
comun la penetrancia incompleta y una gran variabilidad en la expresion fenotipica
de los SPCs. Si no se tienen presentes todos estos factores, puede hacerse dificil la
interpretacién de un arbol familiar con un posible SPC.
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1 Varén
O Mujer ﬁ Gemelos monocigdticos
0 Individuo de sexo no ificads

B @ individuos afectades

. Probandus o consultante

L3
[ pareja o matrimonio

z]’ tndividuo fallecido
l Aborto

[Z]1 & wimero de individuos especificanda el sexo

Generaciones e individuos
numeradas en un pedigree

<> Numero de individuos sin especificar el sexo

M Pareja o matrimonio consanguineo

Cuadro 5: Algunos de los simbolos mas frecuentemente utilizados en la construccion del arbol
familiar

Caracteristicas del cdncer hereditario

El cancer hereditario y, a la postre, los SPCs, presenta una serie de caracteristicas
que lo diferencian del cancer de ocurrencia esporadica. El cancer es una enferme-
dad comin. Uno de cada dos varones y una de cada tres mujeres van a desarrollar
cancer a lo largo de su vida en USA 7. Esta alta incidencia hace que sea habitual
encontrar ocurrencias de tumores en la practica totalidad de las familias. EI 90-95%
de todos los tumores van a ser esporadicos, en cuya aparicion los factores ambien-
tales van a tener un peso importante (un completo listado de los factores ambientales
con efecto carcinogénico conocido o sospechoso, puede encontrarse en el capitulo
primero de libro de K. Schneider .

Sélo un 5-10% de las neoplasias muestran agregacién familiar o un marcado ca-
racter hereditario. Reconocer estos casos tiene un enorme interés sanitario ya que
a través del asesoramiento genético de las familias puede lograrse una efectiva re-
duccién de la mortalidad por cancer. En las familias con algtn tipo de cancer here-
ditario suele observarse alguna o varias de las siguientes caracteristicas:

1.- Alta incidencia de cancer en la familia. Junto con la edad de aparicién, éste suele

v
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ser el hecho que mas llama la atencion y la principal causa de consulta. Suele
observarse una agregacion de canceres que va mas alla de la mera concurrencia
debida al azar.

2.- Ocurrencia del mismo tipo de cancer. Generalmente se observa cémo el mismo
tipo de cancer (colon, préstata, mama, gastrico o cualquier otro) aparecen en
una generacion y en la siguiente, de acuerdo a un modelo de herencia autoso-
mica dominante que es la mas frecuente en los SPCs. A veces puede observarse
una frecuencia anormalmente elevada de tumores en una tnica generacién, cuya
explicacion podria estar en la existencia en la familia de una posible mutacion
en un gen autosémico recesivo.

3.- Aparicion del cancer a edad temprana. Suele ser una importante sefnal de alerta,
tanto para pacientes como para profesionales sanitarios. Los SPCs son en su ma-
yoria entidades con expresion en la edad adulta. El cadncer aparece a edades va-
riables aunque es infrecuente observar canceres congénitos. El cancer hereditario
suele aparecer entre 10-20 anos antes de la edad en la que es frecuente ese
mismo tipo de cancer en su forma esporadica. Por ejemplo, la edad media de
aparicion del cancer colorrectal esporadico es de 64 afios en nuestro medio,
mientras que la edad media de aparicion del cancer colorrectal asociado al sin-
drome de Lynch es de 44 afios, es decir, 20 aflos mas joven '>. También en nues-
tro pais, la media de aparicion del cancer de mama es de 57-58 afos '°. Por el
contrario, los canceres de mama asociados a mutaciones en los genes BRCAT y
BRCA2 tienen una edad media de aparicién de 43 afios 7.

4.- Bilateralidad en el caso de afectacion de érganos pares. La bilateralidad es un
criterio importante para investigar la heredabilidad de un tumor. Es frecuente ob-
servar bilateralidad en los casos hereditarios de retinoblastoma, de cancer de
mama y en los canceres renales

5.- Multifocalidad. No es raro observar que los tumores hereditarios se inician de
manera independiente en varios focos repartidos por el 6rgano donde asientan,
en vez de aparecer en un Gnico foco. Para considerar que se trata de una multi-
focalidad asociada a un tumor hereditario seria necesario descartar que se trata
de diseminacion de un Gnico tumor primario, y demostrar que cada foco cons-
tituye un clon independiente.
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6.- Aparicion de varios canceres en el mismo individuo. No es frecuente pero,
cuando se observa, debe hacer sospechar un cancer hereditario. En todos los
casos va a ser importante determinar si se trata de neoplasias primarias o de re-
currencias de un tumor anterior. Sélo cuando se trata de varias neoplasias pri-
marias es mas probable que se trate de un sindrome de cancer hereditario.
También tener presente que segundas neoplasias pueden guardar relacién con
el tratamiento de neoplasias anteriores. Por ejemplo, las mujeres que recibieron
radioterapia para el tratamiento de un linfoma de Hodgkin, tienen un riesgo in-
crementado para desarrollar posteriormente cancer de mama 'é.

7.

Asociacion del cancer con defectos del desarrollo. Como puede deducirse de las
Tablas 1y 2, muchos de los sindromes de cancer hereditario se caracterizan por
presentan un fenotipo complejo donde el cancer es un rasgo mds de un fenotipo
en el que son comunes defectos del desarrollo mayores y menores. El sindrome
de Rothmund-Thompson esta caracterizado por una talla pequena, cataratas ju-
veniles y otros defectos oculares, alteraciones en la erupcion de los dientes, de-
fectos por reduccion de extremidades, ausencia de rétula, retraso mental en el
10% de los casos, etc. Los pacientes con el sindrome tienen un riesgo incremen-
tado para desarrollar carcinoma basocelular, osteosarcomas o carcinomas de cé-
lulas escamosas '. Por su parte, el sindrome de Beckwith-Wiedemann se
caracteriza por sobrecrecimiento, occipucio prominente, macroglosia, cardiome-
galia, hiperplasia pancreatica, nefromegalia, edad 6sea acelerada, onfalocele, plie-
gues caracteristicos en los I6bulos de las orejas, y riesgo incrementado para
desarrollar tumor de Wilms, carcinoma hepatocelular, hepatoblastoma, carcinoma
adrenortical, gonadoblastoma, teratoma gdstrico congénito, rabdomiosarcoma o
neuroblastoma ?'. Es decir ambos sindromes presentan un amplio espectro feno-
tipico en el que aparecen mdltiples defectos del desarrollo junto al cancer.

Cuando en una familia se observa alguna o varias de estas caracteristicas, es
conveniente remitirla a una unidad especializada en cancer hereditario para aseso-
ramiento y realizacion de pruebas genéticas especificas si procede. La familia podra
conocer los riesgos para canceres especificos, se podran establecer las oportunas
medidas de vigilancia y seguimiento y programar aquellas que permitan hacer una
prevencion primaria de los tumores en los individuos a riesgo. Es decir, la identifi-
cacién y evaluacion de familias con SPCs facilita una efectiva reduccion de la mor-
talidad por cancer.
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Sindromes de predisposicion hereditaria al cancer

Hasta la fecha se han descrito entre 100 y 200 sindromes de predisposicién heredi-
taria al cancer. En las Tablas 1 y 2 se muestran algunos de estos SPCs. En la Tabla 1
se muestran los mas frecuentes, en los que se conoce el gen o los genes responsables
y algunos datos de frecuencia o penetrancia. En la Tabla 2 aparece un segundo grupo
de SPCs, casi todos ellos menos frecuentes y peor conocidos que los incluidos en
laTabla 1. Las Tablas 1y 2 se han confeccionado con la informacion procedente de
los trabajos de Volgestein 2, Naqy y Cols %, Lindor y Greene 2* y Marsh y Zori **y
con la informacion obtenida en el catalogo de Vistor McKusick '2. Para terminar con
la relacion de entidades en las que existe un incremento del riesgo para desarrollar
cancer, en la Tabla 3 se listan los sindromes cromosémicos en los que existe riesgo
para cancer.

En las tres Tablas se han listado por orden alfabético las entidades con predispo-
sicion hereditaria al cancer, incluyendo en todas ellas una referencia de la literatura.
En las siguientes columnas, en los casos en los que procede, se ha incluido el gen
o el mecanismo causal del sindrome, su localizaciéon cromosémica, y el nimero
con el que la entidad se reconoce en el catdlogo OMIM 2. En laTabla 1 se han afa-
dido nuevas columnas con la incidencia del sindrome en la poblacion, la penetran-
ciay el riesgo para desarrollar cancer.

Para terminar, en las Tablas 4 a 12, ambas inclusive, se han ordenado distintos
tipos de cancer por localizaciones, 6rganos y sistemas:

Tabla 4: Cabeza y Cuello

Tabla 5: Sistemas Cardiovascular y Respiratorio

Tabla 6: Tejido Conectivo y Piel

Tabla 7: Sistema Endocrino

Tabla 8: Sistema Gastrointestinal

Tabla 9: Sistemas Hematolégico y Linfatico

Tabla 10: Mama y aparato Reproductor de ambos sexos
Tabla 11: Sistema Nervioso Central

Tabla 12: Aparato Urinario
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En todas las Tablas, en la columna mas a la derecha, se muestran las siglas de las
entidades con predisposicion al cancer en las que aparecen esos tipos de tumores.

En laTabla 13 se incluye el listado de las abreviaturas que aparecen en las Tablas
4 a 12 y el sindrome de predisposicion al cancer al que corresponden.

TABLA 1: Sindromes mas comunes de predisposicion al cancer.

Otras
Modelo denominacio-
Nombre del Genes Localizacion N° de he- nes Riesgo
sindrome responsables | Cromosémica | OMIM rencia Penetrancia Incidencia abreviaturas | cancer
Adenoma AIP 11g13.3 102200 AD Desconocida Desc.
de hipdfisis
aislado
familiar #
Anemia FANCA 16024.3 227650 AR 100% en hh 1/360.000 | Pancitopenia 50%
de Fanconi® FANCB Xp22.31 de Fanconi.
FANCC 9022.3 FAN
FANCD1
(BRCA2) 13g12.3
FANCD2 3p25.3
FANCE 6p22-p21
FANCF 11p15
FANCG 9p13
FANCL 2p16.1
FANCI 15025-026
FANCJ 17022
FANL 2p16.1
FANCM 14¢21.3
FANCN
(PALB2) 16p12
Ataxia-telan- ATM 11922.3 208900 AR 100% en hh 1/30.000- | Sindrome de | 30-40%
giectasia® 1/100.000 | Louis-Barr.
AT
Beckwith- KIP2 11p15.5 130650 AD Incompleta 1/14000 Sindrome 8-20%
Wiedemann, Otros genes EMG.
sindrome en11p15.5 SBW
de 27
Birt-Hogg- FLCN 17p11.2 135150 AD Desconocida, Raro BHD Desc.
Dubg, sin- reducida
drome de
Bloom, RECQL3 15026.1 210900 AR 100% Raro BLM 20%
sindrome
de 29
Cancer BRCA1 17921 114480 AD 60% 1/500-1/2500 | CMOH 60%
de mama BRCA2 13g12.3
y ovario
hereditarios *°
Carcinoma CDH1 16022.1 137215 AD 70-80% Raro CGD 70-80%
gastrico
difuso
hereditario '
Carcinoma MET 7931 605074 AD Alta Raro CRPH Alto
renal papilar
hereditario *




Céncer Hereditario

TABLA 1 (cont.): Sindromes mas comunes de predisposicion al cancer.

Otras
Modelo denominacio-
Nombre del Genes Localizacion N° de he- nes Riesgo
sindrome responsables | Cromosémica | OMIM rencia Penetrancia Incidencia abreviaturas | cancer
Complejo de PRKRA1A 17923-924 | 160980 AD Desconocida, Raro Sindrome Desc
Carney* reducida NAME;
sindrome
LAMB;
Enfermedad
adrenocortical
nodular;
Mixoma-
Displasia
adrenocortical.
CcC
Costello, HRAS 11p15.5 218040 AD Sindrome 10-15%
sindrome Facio-
de* cutaneo-
esquelético
(FCS)
Esclerosis TSC1 9934 191100 AD 95-100% 1/6000- Enfermedad Desc
Tuberosa* TSC2 16p13.3 10000 de Bourneville;
Epiloya.
ET
Gorlin, PTCH1 9022.3 109400 AD 90-97% 1/57000 Sindrome 90%
sindrome PTCH2 1p32 de nevus
de36.37" basocelular;
Sindrome de
Gorlin;
Sindrome de
Gorlin-Goltz;
Quinta
facomatosis.
SG
Hiperparati- HRPT2 10925-931 145001 AD 90% Raro Hiperparatiroi-
roidismo % dismo y
tumores de
mandibula.
HPT
Leiomioma- FH 1q942.1 605839 AD Desconocida Raro LCR 15-60%
tosis uterina
y cancer
renal heredi-
tarios 34
Li-Fraumeni, TP53 17p13.1 151623 AD 90-95% Raro SLF 90%
sindrome
de M
Lynch, MSH2 2p22-p21 120435 AD 80-90% 1/200-1/1000 | Sindrome de | 80% (¢)
sindrome MLH1 3p21.3 Lynch, tipos 1
de &4 MSH6 2p16 y 2; Cancer
PMS2 7p22 colorrectal no
PMS1 2q31-933 polipésico
MLH3 14924.3 hereditario;
TFGBR2 3p22 CCNPH;
HNPCC;
Sindrome de
Muir Torre.
SL

2 -
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TABLA 1 (cont.): Sindromes mas comunes de predisposicion al cancer.

Otras

Modelo denominacio-
Nombre del Genes Localizacion N° de he- nes Riesgo
sindrome responsables | Cromosémica | OMIM rencia Penetrancia Incidencia abreviaturas | cancer
Melanoma CDKN2A 9p21 155600 AD 30% a los 50a 1/10000 Sindrome 90%
maligno CDK4 12914 del nevus
familiar 44 displasico.
MMF
Neoplasia MEN1 11913 131100 AD 100% alos | 2-10/100000 | Sindrome <10%
Endocrina 60a de Wermer;
Multiple Sindrome de
tipo 1 4.4 Zollinger-
Ellison.
MEN1
Neoplasia RET 10q11.2 171400 AD 70-100% 1/25000 Carcinoma 70% a
Endocrina medular de los 70a
Multiple tiroides
tipo 2 % familiar;
Sindrome
de Simple.
MEN2
Neurofibro- NF1 17q11.2 162200 AD 100% 1/3500 Enfermedad 2-5%
matosis de von Rec-
tipo 1474 klinghausen.
NF1
Neurofibro- NF2 22q12.2 101000 AR 100% a los 1/40000 NF2 Desc.
matosis 60a
tipo 24
Nijmegen, NBS1 8921 251260 AD 100% Raro Sindrome de
sindrome roturas de
de'® Nijmegen;
Sindrome de
Seemanova;
Variante 1
de Ataxia te-
langiectasia;
Sindrome de
roturas de
Berlin.
SN
Paragan- SDHB 1p36.1-p35 | 168000 AD 75% SDHB Raro PF 75%
glioma SDHC 1921 90% SDHD SDHB
familiar % 5' SDHD 11923 Resto 90%
SDH5 119131 desconocida SDHD
Resto
desc.
Peutz- STK11 19p13.3 175200 AD 95-100% 1/120000 | Sindrome 50%
Jeghers, de pélipos y
sindrome manchas.
de % SPJ
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TABLA 1 (cont.): Sindromes mas comunes de predisposicion al cancer.

Otras
Modelo denominacio-
Nombre del Genes Localizacion N° de he- nes Riesgo
sindrome responsables | Cromosomica | OMIM rencia | Penetrancia Incidencia abreviaturas | céncer
PTEN- PTEN 10923.31 158350 AD Cowden: 99% Cowden: Sindrome de | SC 50%
hamartomas, 153480 AD 1/200000 | Cowden (SC);
sindrome 176920 | espora- Enfermedad
de &% dico de Lhermitte-
Duclos;
Sindrome de
Bannayan-
Riley-
Ruvalcaba
(BRR);
Sindrome de
Bannayan-
Zonana;
Sindrome de
Riley-Smith;
Sindrome de
Ruvalcaba-
Myhre;
Lipomatosis
encefalo-cra-
neo-cutanea;
Sindrome de
Proteus (SP)
Poliposis APC 5021-922 175100 AD 100% 1/6000- Sindrome de 100%
Adenomatosa 1/13000 Gardner.
Familiar ™% PAF
Poliposis MYH 1p34.3-p32.1 | 604933 AR Alta en hh Raro MYH Alto en
asociada a hh
MYH 55,56
Poliposis SMAD4 18¢21.1 174900 AD 90-100% 1/100000 | PJ 20%
juvenil 5 BMPR1A 10g22.3
Retinoblas- RB1 13q14.1 180200 AD 90% 1/13500- | RB 90%
toma 1/25000
hereditario %
Rothmund- RECQL4 8024.3 268400 AR 100% en hh Raro SRT Desc
Thomson,
sindrome
de 19
Simpson- GPC3 CXORF5 Xq26 312870 LX-R Desconocida Raro Sindrome del
Golabi- Xp22 “bulldog”. SGB
Behmel,
sindrome
de % Sindrome de
Sindrome FAS 10g24.1 601859 AD 100% Raro Canale-Smith. Desc
linfoprolifera- FASL 1023 ALPS
tivo autoin- CASP10 2033-934
mune % CASP8 2033-934

25 [
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TABLA 1 (cont.): Sindromes mas comunes de predisposicion al cancer.

Otras
Modelo denominacio-
Nombre del Genes Localizacion N° de he- nes Riesgo
sindrome responsables | Cromosémica | OMIM rencia Penetrancia Incidencia abreviaturas | cancer
Sindrome SH2 Xq25 308240 LX-R Desconocida Raro Enfermedad
linfoprolifera- de Duncan;
tivo ligado Sindrome de
al X® Purtilo;
Susceptibili-
dad familiar a
la infeccion
por virus Eps-
tein-Barr.
SLPLX
Sotos, NSD1 5035 117550 | espora- 100% Raro Gigantismo 2-3%
sindrome dico cerebral.
de 27,62 Ss
Tumor KIT 4p12 606764 AD Desconocida Raro GIST
estromal
gastrointesti-
nal familiar %
Tumor de WT1 11p13 194070 AD 100% 1/10000 Nefroblastoma | 100%
Wilms familiar familiar. TWF
64, 65
Turcot, APC 5021-022 276300 AD 80-100% Raro ST 80-
sindrome MSH2 2p22-p21 100%
de % MLH1 3p21.3
von Hippel- VHL 3p26-p25 193300 AD 90-95% 1/36000- | VHL 45%
Lindau, 1/45500
sindrome
de 67
Werner, RECQL2 8p12-p11.2 | 277700 AR 100% 1/50000- | Progeria del 10%
sindrome 1/1000000 | adulto. SW
de19
Xeroderma XPA 9022.3 278700 AR 100% 1/250000- 90%
pigmento- XPC 3p25 278720 AR 1/1000000
sum® ERCC2 19013.2-913.3 | 278730 AR
610651
ERCC3 2921 AR
278760
ERCC4 16p13.3- 278780 AR
p13.13 278740
ERCC5 13033 278750 AR
DDB2 11p12-p11 AR
POLH 6p21.1-p12 AR

AD: autosémico dominante

AR: autosomico recesivo
LX-R: ligado al X recesivo

hh: homocigotos
* Mutaciones germinales que predisponen a la
aparicion de meduloblastoma se han descrito
en el gen SUFU (OMIM#607035) %

** Otras formas de susceptibilidad a cancer colo-
rrectal se han asociado a mutaciones en el gen

AXIN2 (OMIM#604025) 7°

*** Mutaciones bialélicas en BRCA2 se han des-
crito en tumor de Wilms familiar 7'
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TABLA 2: Otros sindromes de predisposicion hereditaria al cancer

Otras
Nombre Genes Localizacién Modelo de denominaciones
del sindrome responsables Cromosomica herencia abreviaturas
Bazex, sindrome de 7 - Xq24-q27 301845 LX-D Sindrome de
Bazex-Dupre-Christol.
BDC
Cancer no medular de - - 188550 AD Carcinoma papilar de
tirodes familiar tiroides familiar.
CNMTF
Cancer de prostata - - 176807 AD CPF
familiar ™
Cancer de testiculo - - 273300 CTF
familiar ™
Carcinoma de - - 133239 AD CCEE
células escamosas
esofagico ™
Carcinoma renal de * - 144700 AD Hipernefroma.
células claras CRCCF
familiar
Chediak-Higashi, LYST 10942.2-g42.2 214500 AR SCH
sindrome de ™
Currarino, sindrome HLXB9 7936 176450 AD Triada de Currarino.
de™ TC
Denys-Drash, WT1 11p13 194080 AD Pseudohermafrodi-
sindrome de " tismo y tumor de
Wilms. SDD
Diamond-Blackfand, RPS19 19q13.2 105650 AD Anemia de Diamond-
syndrome de & Blackfan; Sindrome de
Aase-Smith. SDB
Disqueratosis DKC1 Xq28 305000 LX-R Sindrome de
congénita®' Zinsser-Cole-Engman.
DQC
Esofago de Barret - - 109350 AD Metaplasia de Barrett;
Reflujo
gastroesofagico. EB
Ferguson-Smith, - - 132800 AD SFS
sindrome de %
Glioma cerebral - - 137800 AD? AR? GCF
familiar %
Hemihipertrofia® = = 235000 AR? Hemihiperplasia. HH
Multifactorial?
Insensibilidad a los AR (DHTR) Xq11-q12 300068 LX-R Feminizacion testicular.
andrégenos, sindrome SIA
de 86
Linfoma de Hodgkin = = 236000 AR LHF
familiar &
Melanoma- CDKN2A 9p21 155755 AD SMA
astrocitoma, sindrome
de 88
Melanosis - - 249400 esporadico MN
neurocutanea®
Neutropenia congénita - - 202700 AR Enfermedad
severa® de Kostmann. NCS
Ollier, sindrome de *' PTHR1 3p22-p21.1 166000 AD? Encondromatosis
multiple; Sindrome
de Maffucci. SO
Pancreatitis = = 167800 AD PH
hereditaria 2
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TABLA 2: Otros sindromes de predisposicion hereditaria al cancer. (Continuacion)

Otras
Nombre Genes Localizacién Modelo de denominaciones
del sindrome responsables Cromosomica herencia abreviaturas
Poliposis mixta - - 601228 AD PMH
hereditaria
Reifenstein, AR (DHTR) Xq11-q12 312300 LX-R Sindrome de
sindrome de * insensibilidad parcial a
los andrégenos. SR
Shwachman- SBDS 7q11 260400 AR Lipomatosis congénita
Diamond, sindrome del pancreas;
de® Sindrome de
Shwachman-Bodian.
SSD
Sindrome de SMARCB1 22q11 609322 AD? SPTR

predisposicion a
tumores rabdoides *

Tilosis palmoplantar = = 148500 AD TCE
con cancer
esofagico?’
Trombocitopenia MPL 1p34 604498 AR TAC
amegacariocitica
congénita®
Trombocitopenia CBFA2 21022.3 601399 AD Trastorno familiar de
familiar con las plaquetas asociado
predisposicion a la a leucemia mieloide
leucemia mieloide aguda. TF
aguda®
WAGR, sindrome de'® |  Sindrome de genes 11p13 194072 AD Sindrome de tumor de
contiguos Wilms-aniridia-anoma-
(AN2, WT1) lias genitourinarias-
retraso mental. WAGR
Wiskott-Aldrich, WAS Xp11.23-p11.22 301000 LX-R Sindrome de eczema-
sindrome de ' trombocitopenia-
inmunodeficiencia.
SWA
AD: autosomico dominante * En varias familias con CRCCF se han identifi-
AR: autosomico recesivo cado translocaciones cromosémicas constitu-
LX-D: ligado al X dominante cionales implicando al cromosoma 3 que
LX-R: ligado al X recesivo segregan con la enfermedad (revisado en %)
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TABLA 3: Sindromes cromosémicos en los que se ha descrito un incremento del riesgo
de cancer

Nombre Alteracion Otras denominaciones

del sindrome cromosémica Incidencia Abreviaturas

Sindrome de Down (%9 Trisomia 21 1/650 RNV Trisomia 21. SDo
Sindfrome de Klinefelter %4 16 mas cromosomas X extras 47, XXY: 1/2000 RNV SKI
en varones 48,XXXY:1/50.000 RNV

48, XXYY: 49 XXXYY; y
mosaicos: 1/20.000 RNV
Sindrome de Turner 1% X 1/4000-1/8000 RNV Sindrome de Ullrich-Turner. STu
Trisomia 8 en mosaico %) Cromosoma 8 extra en algunas Desconocida T8
células, 6rganos o sistemas

RNV: Recién nacidos vivos

TABLA 4: Cabeza y cuello

Boca Carcinoma BLM
Carcinoma de células escamosas XP, DQC
Neuromas cutaneomucosos MEN2
Tumor osificante mandibular HPT

Nariz Carcinoma de celulas escamosas FAN, BLM, XP. DQC
Hamartomas ET
Melanoma de la mucosa nasal SW

Oido Schwanoma vestibular NF2
Tumor de sacos endolinfaticos VHL

Ojo Carcinoma de células escamosas XP
Glioma 6ptico NF1
Hamartomas del iris (nddulos de Lisch) NF1
Hemangioblastoma VHL
Melanoma ocular SLF, CMOH, MN
Pinealoma RB
Retinoblastoma RB

TABLA 5: Cardiovascular y respiratorio

Corazon Fibroma cardiaco SG
Rabdomioma ET
Neurofibroma mixoide CIC
Mixoma CIG
Laringe Carcinoma BLM
SL
Pulmon Carcinoma BLM
SLF, SPJ, RB, XP
Faringe Carcinoma de células escamosas XP

213 [
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TABLA 6: Conectivo y piel

(*) En sindrome de Muir Torre

-
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TABLA 7: Endocrino

215 [
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TABLA 8: Gastrointestinal

Ampolla de Vater

Carcinoma periampular

PAF

Conducto biliar

Carcinoma

CMOH, PAF, SL

Colon/recto Adenocarcinoma SL, PAF, PJ, MYH, PMH, BLM,
CMOH, SLF, CC, SPJ, ST
Esoéfago Carcinoma BLM, TCE, FAN, EB, CCEE
Estomago Adenocarcinoma SL, CGD, PAF, CMOH, AT, BLM,
PJ, SLF SW, XP
Hamartoma PJ, SG, SPJ
Teratoma gastrico congénito SBW
Tumor carcinoide MENT, NF1
Tumor desmoide PAF
Tumor estromal GIST
Higado Carcinoma hepatocelular ALPS, SBW, FAN
Hepatoblastoma PAF SBW, SW, HH
Intestino Adenocarcinoma PAF SL, PJ, SPJ
delgado Hamartoma PJ
Tumor estromal GIST
Pancreas Adenoma VHL
Carcinoma CMOH, SL, AT, BLM, MMF, SMA,
PJ, CC, SPJ, VHL, PH, PAF, DQC
Gastrinoma MENT, VHL
Quistes VHL
Polipos coldnicos | Adenomas PAF, SL, PMH, MYH
Hamartomas SC, SPJ, PMH, ET
Hamartomas juveniles PJ
Juveniles atipicos PMH
Poliposis adenomatosa PAF
Vesicula Carcinoma CMOH




TABLA 9: Hematologico y linfatico

Céncer Hereditario

Leucemia Aguda inespecifica RB, SW, XP, SDB, SLF, STu, SSD,
TAC T8
Linfoblastica aguda BLM, SLF, AT, SN, SDo
Mieloide aguda FAN, SDB, SW, SDo, NCS,
SSD, TF
Linfocftica cronica AT
Linfoma No Hodgkin inespecifico BLM, RB, SLPLX, AT, SN,
ALPS, SWA
No Hodgkin de células B ALPS, AT, SLPLX
No Hodgkin de células T AT
Hodgkin ALPS, LHF, AT, SWA, SN, DQC

TABLA 10: Mama y aparato reproductor de amhos sexos

Cérvix Céncer de tipo no especificado BLM
Mama Adenocarcinoma en mujeres CMOH, AT, SC, SL, SLF,
SPJ, SW, XP, BLM

Adenocarcinoma en varones CMOH, SC, SKI,.SR
Sarcoma SLF

Ovario Adenocarcinoma CMOH, SL, SPJ, SC, AT, SG
Células germinales STu
Células granulosas SPJ, SO
Fibroma SG

Peritoneo Carcinoma seroso papilar CMOH

Prostata Carcinoma CPF, CMOH

Testiculo Tumor de células germinales SKI, CC, SPJ, XP. SIA, CTF
Gonadoblastoma SDD, WAGR, SBW
Tumor de células germinales extragonadal SKI, T8
Tumor de células de Sertoli/Leydig CC, CTF

Utero Carcinoma de endometrio SL, SC, SPJ, XP
Leiomiomas uterinos LCR, CC, SC
Sarcoma SLF

Vulva Carcinoma de células escamosas FAN
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TABLA 11: Nervioso Central

TABLA 12: Urinario

s



TABLA 13: Abreviaturas utilizadas en las Tablas 4-12

ALPS  Sindrome linfoproliferativo autoinmune SBW

Céncer Hereditario

Sindrome de Beckwith Wiedemann

AT Ataxia Telangiectasia SC

Sindrome de Cowden

BDC  Sindrome de Bazex SCH  Sindrome de Chediak-Higashi

BHD  Birt-Hogg-Dubé, sindrome de SDB  Sindrome de Diamond-Blackfand

BLM  Bloom, sindrome de SDD  Sindrome de Denys-Drash

cC Complejo de Carney SDo  Sindrome de Down

CCEE  Carcinoma de células escamosas SFS  Sindrome de Ferguson-Smith
esofagico SG Sindrome de Gorlin

CGD  Carcinoma gastrico difuso hereditario SIA- Sindrome de insensibilidad a los

CMOH  Carcinoma de mama/ovario hereditario androgenos

CNMTF Carcinoma no medular de tiroides familiar SGB  Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel

CPF  Cancer de prostata familiar SKI' Sindrome de Klinefelter

CRCCF Carcinoma renal de células claras familiar SL

Sindrome de Lynch

CRPH  Carcinoma renal papilar hereditario SLF  Sindrome de Li-Fraumeni

CTF  Cancer de testiculo familiar SLPLX  Sindrome linfoproliferativo ligado al X

DQC  Disqueratosis congenita SMA  Sindrome de melanoma astrocitoma

EB Esofago de Barrett SN Sindrome de Nijmegen

ET Esclerosis tuberosa SO Sindrome de Ollier

FAN  Anemia de Fanconi SP Sindrome de Proteus

GCF  Glioma cerebral familiar SPJ  Sindrome de Peutz-Jegehers

GIST  Tumor estromal gastrointestinal SPTR  Sindrome de predisposicion a tumores

HH Hemihipertrofia rabdoides

HPT  Hiperparatiroidismo SR Sindrome de Reifenstein

LCR  Leiomiomatosis uterina y cancer renal SRT  Sindrome de Rothmund-Thompson
hereditarios SS Sindrome de Sotos

LHF  Linfoma Hodgkin familiar SSD Sindrome de Shwachman-Diamond

MENT Neoplasia endocrina mdltiple tipo 1 ST Sindrome de Turcot

MEN2  Neoplasia endocrina mltiple tipo 2 STu Sindrome de Turner

MMF  Melanoma maligno familiar SW  Sindrome de Werner

MN  Melanosis neurocutanea SWA  Sindrome de Wiskott-Aldrich

MYH  Poliposis asociada a MYH 18 Trisomia 8

NCS  Neutropenia congénita severa TAC  Trombocitopenia amegacariocitica

NF1 Neurofibromatosis tipo 1 congénita

NF2  Neurofibtromatosis tipo 2 TCE  Tilosis palmoplantar y cancer esofagico

PAF  Poliposis adenomatosa familiar TF Trombocitopenia familiar con

PF Paraganglioma familiar

predisposicion LMA

PH Pancreatitis hereditaria TWF

Tumor de Wilms familiar

PJ Poliposis juvenil VHL

Sindrome de von Hippel Lindau

PMH  Poliposis mixta hereditaria XP

Xeroderma pigmentosum

RB Retinoblastoma

WAGR  Sindrome de WAGR
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Infroduccion: Nuevos farmacos y cdncer hereditario.

Los sindromes hereditarios de predisposicion al cancer son enfermedades genéticas
poco frecuentes que por las alteraciones en oncogenes o genes supresores implican
un riesgo aumentado de desarrollar un cancer. Las personas afectas de alguna pre-
disposicién genética al cancer tienen un riesgo elevado de sufrir algtn tipo de tumor
el cual, a pesar de las técnicas de deteccion precoz, prevencion y tratamiento (ci-
rugia, radioterapia y quimioterapias adyuvantes) pueden presentar diseminacion
metastasica y causar eventualmente el fallecimiento del paciente. Por su naturaleza
poco frecuente (menos de 1 cada 2.000 ciudadanos) se suelen clasificar dentro del
grupo de Enfermedades Raras (Enfermedades Raras, un enfoque practico. Instituto
de Investigacién de Enfermedades Raras. Instituto de Salud Carlos I11).

A pesar de ser enfermedades en las que se conoce, por lo menos, el evento ini-
ciador del tumor (la alteracién genética que define el sindrome), al desarrollar un
cancer avanzado éste se suele tratar independientemente de esta informacion. Con
frecuencia tanto el tratamiento de pacientes individuales como la investigacién en
oncologia ha ignorado durante décadas que los tumores raros y aquellos casos que
se dan en un contexto de sindrome hereditario o en un contexto de vulnerabilidad
son importantes modelos para el mejor entendimiento de la fisiopatologia del cancer
y que los logros en este tipo de tumores han abierto nuevos caminos de innovacion.

En este capitulo proponemos un cambio del paradigma de la investigaciéon y ma-
nejo terapéutico de los tumores que ocurren en el contexto de sindromes heredita-
rios, en paralelo al cambio que se estd estableciendo en todo el campo de la



Convertir las alteraciones genéticas hereditarias de susceptibilidad
al cancer en oportunidades terapéuticas

oncologia. Actualmente la investigacién se va alejando del concepto de tratar una
enfermedad basado en la localizacién del tumor inicial (colon, mama, préstata...)
y va focalizando la atencion en las vias de sefalizacién del cancer y el desarrollo
de farmacos que inhiban esas vias (figura 1). Aqui se describiran las razones por las
que tratamientos dirigidos a déficits genéticos podrian suponer un gran avance en
el manejo de sindromes hereditarios, las dificultades para acceder a dichos trata-
mientos, asi como dos ejemplos (inhibidores de PARP en el sindrome de cancer de
mama y ovario hereditario y cancer colorrectal hereditario con inestabilidad de mi-
crosatélites) que ilustran cémo este nuevo paradigma ha empezado a aplicarse en
estos sindromes y como puede extrapolarse de forma secundaria al tratamiento del
cancer esporadico.
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Quimioterapia HER?2- con mutacion en BRCAL (Cancer de Inhibidor de PARP
(C: i itabi mamay ovario herednarm) (con/sin quimioterapia)

N ﬁ
q} *(M} % Paﬂﬂc?n :énc:r de mam Q(g%gm %
0 r‘\A %

* @ ymmacmn de PTEN (Sindrome de Cowden)
[Paciente con cancer de colon metastasxco =N e e ﬂ? & Q
i w ” ’
WQ‘%W@" MM}M 6 o)

lPacnen(econcsncerdemzma ER-Pg- HER2- | mmp

Inhibidor de PI3K

Paciente con céncer de colony mutacién

ﬁ* ﬁ ﬁ [ deLkB1 (Sindrome de Peutz-Jeghers)

W% W ”W wow "

Inhibidorde mTOR

Pacientes con cancer Tratados con farmacos que

: B
A Pacientes con cancer ‘ Tratados seguin las v tari vua}:la:ll':;“ildaad
guias terapéuticas

Figura 1. Cambio de paradigma en el tratamiento del cancer en el contexto de un sindrome
hereditario. A. Los tumores se tratan segun su localizacion anatomica y las guias terapéuticas
basadas en resultados de ensayos clinicos especificos para cada localizacion anatomica. B.
Los tumores se tratan en base a alteraciones moleculares conocidas, procurando explotar el
“contexto de vulnerabilidad” del tumor.

Adiccidén a oncogenes, contexto de vulnerabilidad y
cancer hereditario

Las alteraciones moleculares que acumulan las células tumorales son las responsa-
bles de la transformacién maligna y desregulacién de procesos como el control de
la divisién y el ciclo celular, la apoptosis, la angiogénesis y la invasion celular .
Estas alteraciones son debidas a mutaciones y trastornos epigenéticos que provocan
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una expresion alterada de proteinas en los procesos descritos. Aunque estas altera-
ciones pueden ser multiples, parece haber una jerarquia entre las mismas, siendo
algunas de ellas clave para la trasformacién de una célula en tumoral. La inhibicién
de estas alteraciones puede dar lugar a una inhibicién del crecimiento del tumor.
Esta aparente dependencia de un cancer en unos pocos genes se ha constatado en
modelos animales, estudios mecanisticos en cultivos celulares y en ensayos clinicos.
Es lo que ha llevado a la definicion del fenémeno de “adiccién a un oncogen”, cuyo
reconocimiento ha dado lugar al desarrollo de terapias moleculares especificas 2.

La explotacion terapéutica de este fendmeno implica, sin embargo, no solo el
conocimiento de cada una de las diferentes alteraciones moleculares de cada tumor
y su papel, sino también su jerarquia y las relaciones entre las multiples alteraciones
presentes en cada caso. Es por esto que parece mas Util la determinacion de un
“contexto de vulnerabilidad”, concepto mas amplio que engloba alteraciones mo-
leculares que determinan una dependencia observada en una diana molecular re-
gulable con tratamientos disponibles 3. Estos dos fenédmenos, relacionados entre
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Figura 2. Algunas de las vias moleculares alteradas en diferentes sindromes hereditarios y
farmacos especificos de dianas moleculares. A. Vias de PI3K/ AKT/ mTOR y de Ras/Raf/MAPK.

B. Via de la hipoxia y angiogénesis.
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El cancer que se observa en un sindrome hereditario presenta una alteracién ge-

nética conocida en linea germinal y es la responsable de la susceptibilidad al cancer.

A menudo se trata de oncogenes iniciadores del proceso de malignizacién y los tu-

mores que derivan de sindromes con dichas alteraciones dependeran de éstas en

su iniciacion y probablemente en su mantenimiento. Hipotéticamente, si estas al-

teraciones se pudieran revertir (terapia génica) o al menos controlar farmacolégica-

mente (terapias dirigidas a dianas moleculares), cabria esperar una estabilizacion

tumoral. La tabla 1 y la figura 2 resumen los diferentes sindromes hereditarios, sus

alteraciones genéticas (como potenciales dianas terapéuticas) y las vias de senali-

zacion celular afectadas por dichas alteraciones.

Tabla 1. Relacion entre algunos sindromes hereditarios, sus alteraciones genéticas como
potenciales dianas terapéuticas y familias de farmacos

Alteracion Biologia Diana Principales familias
Sindrome genética molecular terapéutica [CREWNET] Ejemplos
Céancer de mama y BRCA1 0 BRCA2 | Reparacion del DNA | Enzimas de las vias | Inhibidores de PARP | Olaparib (AZD2281),
ovario hereditario NER, BER, HR, NHEJ, | (via de BER) AG012699, BSI201
MMR y del metabo-
lismo de telomera-
sas’
Carcinoma renal MET Activacion aberrante | MET (dominio TK), Inhibidores de MET | XL880, ARQ197,
papilar hereditario de c-Met vias de transduccion | (TKI) GCD265
de sefiales
Sindrome de Gorlin PTCH Activacion aberrante | SMO Inhibidores de SMO | GDC0449, LDE225
de la via de Sonic
Hedgehog
Sindrome de Von VHL Respuesta celular | Angiogénesis y AntiVEGF, Bevacizumab, suni-
Hippel-Lindau ante hipoxia factores de inhibidores de tinib, pazopanib.
(HIF1alpha) crecimiento celular | receptores de VEGF,
(PDGF, TGFa). Vias | Inhibidores de
de transduccion de | HIF1alpha*,
sefiales inhibidores del
proteosoma,
inhibidores de
mTOR.
Tumor estromal KIT Vias de Dominio TK de Inhibidores de KIT Imatinib
gastrointestinal transduccion de c-KIT. HSP90 (TKI)
familiar sefiales
Neoplasia Mdltiple RET Activacion de RET RET, vias de Inhibidores de RET | XL184
tipo 2 transduccion de (TKI), inhibidores
sefiales, 0 HSP70 de PI3K o MEK,
inhibidores de
HSP70*
Sindrome de PTEN Perdida de funcién | Via PI3K/Akt/mTOR | Andlogos de Temsirolimus,
PTEN-hamartomas, de PTEN, principal HR rapamicina, Everolimus, XL147,
(Sindrome de inhibidor de de la inhibidores de PI3K, | XI765, BKM120,
via PI3K/Akt/mTOR inhibidores duales | BEZ235.
Posible alteracion PI3K-mTOR,
de la reparacion del inhibidores AKT.
Cowden) DNA Inhibidores PARP
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Alteracién Biologia Diana Principales familias
Sindrome genética molecular terapéutica de farmacos Ejemplos

Sindrome de LKB1- La perdida de ViamTOR Analogos de Temsirolimus,

Peutz-Jeghers STK11 funcion de LKB1 rapamicina, Everolimus, XL765,
(serina/ treonina inhibidores duales | BEZ235.
quinasa activa PI3K-mTOR
mTOR, activando
angiogenesis (VEGF,

Hif1-alfa) y el
crecimiento celular
(elF4E y la quinasa
ribosémica S6)

Esclerosis Tuberosa Hamartina (TSC1) y | Via PI3K/Akt/mTOR | Andlogos de Temsirolimus,
tuberina (TSC2) rapamicina, Everolimus, XL147,
forman un complejo inhibidores de PI3K, | XI765, BKM120,

TSC1 0 TSC2 regulador negativo inhibidores duales | BEZ235.
de la via PI3K-mTOR,
PI3K/Akt/mTOR inhibidores AKT.

Leiomiomatosis FH Actividad fumarato | Angiogénesis y AntiVEGF, Bevacizumab,

uterina y cancer hidratasa factores de inhibidores de sunitinib,

renal hereditarios disminuida y crecimiento celular | receptores de VEGF, | pazopanib.
acumulacion (PDGF, TGFa). Vias | Inhibidores de
inadecuada de HIF | de transduccion de | HIF1alpha*,
alpha. Respuesta sefales. inhibidores del
celular ante hipoxia proteasoma,
alterada inhibidores de

mTOR.

Neurofibromatosis NF2 La alteracion de EGFR, proteinas de | Inhibidores de EGFR, | Cetuximab, erlotinib,

tipo 2 merlina trastorna la | transduccién de inhibidores de PI3K. | XL147, BKM120
funcion de GTPasas | sefales.

(Rac), alterando la
sefializacion de
EGFR y Notch Inhibidores de COX2 | Celecoxib.

Poliposis APC APC es el regulador | Via de WNT (anticuerpos contra

Adenomatosa negativo de la via Wnty

Familiar Whnt al regular la Frizzled y pequefias
degradacion de moléculas contra
b-catenina por el miembros de la via
proteosoma. WNT estan en
Inestabilidad desarrollo
cromosomica. preclinico)

Inhibidores de PARP | Temsirolimus,

Sindrome de Lynch MSH2 , MLH1, Hipermutabilidad Sistemas de Analogos de Everolimus, XL147,

MSH6, PMS2, PMS1 | por pérdida de reparacion del AD. | rapamicina, XI765, BKM120,
genes de reparacion | Via PI3K/Akt/mTOR | inhibidores de PI3K, | BEZ235.
del DNA (mismatch inhibidores duales
repair system). PI3K-mTOR,
inhibidores AKT**.
Inhibidores diferen- | Selicilib, MKC-1,
Melanoma CDKN2A, CDK4 Regulacion del ciclo | Ciclinas tes CDKs4 AT7519

maligno familiar

celular

dependientes de
kinasa que regulan
el ciclo celular

* Primeros farmacos en desarrollo inicial.

**Basado en estudios preclinicos iniciales.

1 Nucleotide-excision repair (NER), base-exci-
sion repair (BER), homologous recombination
(HR), non-homologous end joining (NHEJ),
mismatch repair (MMR) and telomerase meta-

bolism

2 TK: tirosin-quinasa
3 TKI: Inhibidores del dominio tirosin-quinasa
4 CDK Ciclinas dependientes de quinasa
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Acceso de pacientes con sindromes hereditarios y cancer
avanzado a fratamientos dirigidos a dianas terapeuticas

El avance en un mejor conocimiento y tratamiento de las Enfermedades Raras puede
verse dificultado por la falta de referencia a profesionales cualificados y especiali-
zados, la falta de conocimiento cientifico de estas entidades por su infrecuencia (lo
que origina dificultades para desarrollar las herramientas terapéuticas) y las des-
igualdades en el acceso al tratamiento y el cuidado. De ahi que hagan falta estrate-
gias innovadoras en el diseno de ensayos clinicos y en la facilitacion del acceso de
estos pacientes a nuevos farmacos que, aunque desarrollados en Oncologia para
otras indicaciones, puedan ser especialmente beneficiosos en estos sindromes. En
esta seccion se describen las diferentes estrategias por las que un facultativo podria
ofrecer algunos de estos farmacos, aprobados o en desarrollo, a pacientes cuya en-
fermedad tumoral se produzca en el contexto de un sindrome hereditario (tabla 2).

La disponibilidad y participacion en ensayos clinicos seria la opcién primordial,
ya que daria acceso al paciente a un farmaco potencialmente beneficioso y el co-
nocimiento generado permitiria avanzar la investigacién en este campo. Sin em-
bargo, dada la infrecuencia con la que se presentan los sindromes hereditarios vy el
hecho de que predispongan a tumores con histologias inusuales (carcinoma papilar
renal y gen MET, meduloblastoma y gen PTCH, leiomiosarcomas uterinos y gen
FH...), la elaboracién de ensayos clinicos especificos resulta compleja. El recluta-
miento puede verse dificultado por la distancia fisica entre el centro de referencia
y el paciente, asi como por el escaso interés que genera en la industria farmacéutica
patologias infrecuentes, lo cual hace que el desarrollo de estos deba ser promocio-
nado por organismos gubernamentales o grupos cooperativos con recursos limita-
dos.

Por otro lado, cabe la posibilidad que el farmaco deseado ya esté aprobado para
la indicacién especifica (sunitinib y cancer de renal) o, aunque esté aprobado para
otra indicacion, se pueda justificar su utilizacion través de la solicitud de un Uso
Compasivo. Estas dos opciones, aunque sencillas, estan dificultadas por la lentitud
del proceso mismo de aprobacién de farmacos nuevos.

Para facilitar el desarrollo y aprobacién de farmacos para poblaciones especiales,
se creo la figura de Medicamentos Huérfanos (EC Regulation on Orphan Medicinal
Products). Se cataloga asi a aquellos farmacos que sirven para tratar afecciones poco
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Tabla 2. Diferentes procesos para acceder a farmacos dirigidos a dianas moleculares para
pacientes con cancer avanzado en el contexto de un sindrome hereditario.

Proceso

Farmaco aprobado para una
indicacion especifica

Pros

Disponibilidad del farmaco en
cuestion.

Contras

La aprobacion de un farmaco
requiere un largo y tedioso pro-
ceso, en el que se debe demos-
trar eficacia .

Ejemplos

Sunitinib en cancer renal, dis-
ponible para tratar casos en el
contexto de Sindrome de Von
Hippel-Lindau

Uso compasivo

Proceso administrativo relativa-
mente fécil.

El farmaco debe estar comer-
cializado. El uso Compasivo
debe ser aprobado.

Temsirolimus o Everolimus en
el tratamiento de un cancer en
el contexto de Sindrome de
Cowden.

Medicamentos huérfanos

Los incentivos para los promo-
tores pueden facilitar el des-
arrollo.

No garantiza su uso en la con-
dicion designada, y no implica
necesariamente que el pro-
ducto satisfaga los criterios de
eficacia, seguridad y calidad o
su disponibilidad.

Olaparib en cancer de ovario
(en proceso).

Ensayos clinicos especificos
para el sindrome genético en
concreto

Ensayos Fase |

Es el tipo de investigacion que
mas claramente impacta en el
avance del conocimiento de
estas enfermedades.

Un resultado positivo suele
cambiar el paradigma de trata-
miento.

En nuestro pais existe una
amplia gama de centros donde
se realizan ensayos clinicos de
este tipo de gran calidad.

Acceso al farmaco de forma
precoz. Criterios de inclusion
laxos, donde los tratamientos
previos y el tipo tumoral no
suelen ser restrictivos.

Escaso interés de la industria
farmacéutica en patologias
infrecuentes

Distancia entre el paciente y el
centro donde se realiza el
ensayo clinico. Falta de
informacion adecuada sobre
disponibilidad y criterios de
inclusion.

La poca experiencia con el
farmaco puede exponer a
riesgos anadidos. Por
cuestiones éticas, solo
recomendable en casos de
céncer avanzado.

Inhibidores de PARP en pacien-
tes con cancer de mama u ova-
rio y mutacion en BRCA1 0 2

Ensayos clinicos en cancer de
mama con inhibidores de PI3K,
para tratar casos en el contexto
de Sindrome de Cowden.

Inhibidores de Sonic Hedgehog
para tratar casos de
meduloblastoma avanzado 6
multiples carcinomas
basocelulares en el contexto de
Sindrome de Gorlin.

RCp: Respuesta completa patoldgica;

NR:  no reportada.

AC:  Adriamicina y ciclofosfamida;

FAC: Fluoracilo, adriamicina, ciclofosfamida;
FEC: Fluoracilo, epirrubicina, ciclofosfamida;

AT:

Adriamicina y taxol.

frecuentes y, por tanto medicamentos poco rentables, por lo que organismos guber-
namentales otorgan incentivos para los promotores (exclusividad comercial, asistencia

en la elaboracién de protocolos, facilidad de acceso al procedimiento centralizado

de comercializacion, exencién de tasas y subvenciones europeas para su investiga-

cién). Estos incentivos, sin embargo, no excluyen la necesidad de la elaboracion de

ensayos clinicos que demuestren su eficacia, por lo que la accesibilidad al medica-
mento antes de su aprobacién resulta comprometida.
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Finalmente, cabe la posibilidad de la participacion de pacientes con sindromes
hereditarios y cancer en ensayos clinicos Fase I. La mayoria de las veces estos estudios
farmacolégicos no estan restringidos a histologias concretas y se realizan al principio
del desarrollo clinico de un compuesto farmacolégico. Con frecuencia son la Gnica
via factible de acceder a un farmaco en desarrollo para pacientes con enfermedades
tumorales poco frecuentes. Sin embargo, por el hecho de tratarse de estudios con me-
dicamentos en sus etapas mas iniciales de desarrollo implican potenciales riesgos
anadidos para el paciente (efectos secundarios imprevistos, ineficacia o infratrata-
miento), que deberan tenerse en cuenta para ofrecer estos tratamientos en casos con-
cretos de pacientes con cancer avanzado y sindrome hereditario.

Terapias dirigidas en sindromes de predisposicion
hereditaria al cancer

BRCAT/BRCA2: quimiosensibilidad e inhibidores de PARP.

BRCAT y BRCA2 son dos proteinas a las que se les atribuye mdltiples funciones ce-
lulares, como la transcripcion, control del ciclo celular, ubiquitinizacién, estabilidad
de la cromatina, y una de las mejor estudiadas que es su papel en la reparacién del
ADN. Las células deficientes en BRCA1 o BRCA2 tienen un defecto en la reparacion
de roturas de cadena doble por el mecanismo de reparacién homoéloga (RH), un
mecanismo libre de errores. Este defecto lleva a la reparacion de dichas lesiones
por otros mecanismos que pueden ser mds proclives a causar errores mutagénicos
y finalmente causar inestabilidad genética (single-strand annnealing, SSA, y non-
homologous end-joining, NHEJ). Se conoce que esta inestabilidad genética es la
causante de la predisposicién a acumular mutaciones en otros genes y a la suscep-
tibilidad al cdncer de mama y ovario, principalmente.

Por otro lado, algunos farmacos que dafan el ADN pueden causar roturas de ca-
dena doble de forma directa o indirecta. En ausencia de BRCA1/2, por lo tanto cuando
una via de reparacioén del ADN se encuentra alterada, el efecto toxico del farmaco
conduce a la apoptosis celular. Varios estudios preclinicos con cultivos celulares y en
modelos animales han demostrado la hipersensibilidad de las células deficientes en
BRCA1/2 a agentes como el cisplatino y carboplatino, etopésido, mitomicina C, ble-
omicina, temozolamida, antraciclinas, irinotecan y radiaciones ionizantes * 7. Asi-
mismo, algunos de estos estudios han demostrado que la sensibilidad a estos farmacos
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se revierte con la restauracion de la funcién de BRCA1%. Por otro lado, la proteina
BRCAT puede verse también implicada en la respuesta a agentes antimicrotibulos
como los taxanos (paclitaxel y docetaxel) y los alcaloides de la vinca (vincristina y vi-
norelbina). En este caso, las células deficientes en BRCA1/2 han demostrado a nivel
preclinico una resistencia a paclitaxel/docetaxel, que en el caso de BRCAT se revierte
con reconstitucion de la expresion de BRCA1%®. Con respecto a la resistencia a anti-
microtdbulos, Chabalier y colaboradores concluyen que en células BRCAT deficientes
esta resistencia se deberia a la inactivacion precoz del checkpoint mitético, causando
un inicio prematuro de la anafase, separacion prematura de las cromatides hermanas
e impidiendo el efecto citotéxico de los antimicrotibulos? . Puede verse un esquema
grafico de esta quimiomodulacién en la figura 3.

Quimioterapia que dafia el ADN Agentes antimicritibulos

Quimioterapia que dana el ADN

— T~

Activacion maquinaria reparacion del ADN Activacion checkpoint mitético

Reparacion Apoptosis

Y

RespueSta

Figura 3. Papel de BRCA1 como modulador de respuesta a la quimioterapia a nivel precli-
nico (adaptado de Harkin et al).

A nivel clinico se ha examinado el valor predictivo y pronéstico del estatus de
BRCAT1/2. La interpretacion de estos estudios esta dificultada porque tienen una na-
turaleza retrospectiva e incluyen tanto a pacientes BRCA1 como BRCA2, a pesar de
que los tumores asociados a estos genes presentan perfiles moleculares distintos.
Cabe destacar el estudio de Rennert y colaboradores '°, realizado en una cohorte
de mas de 1200 pacientes con cancer de mama infiltrante de descendencia judia

263
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ashkenazi y con un seguimiento minimo de 10 afios desde el diagnéstico inicial del
tumor. Los datos de supervivencia a los 10 afos en funcion del estatus genético y el
tratamiento con quimioterapia adyuvante (esquemas CMF o FAC) mostraron una re-
duccioén del 52% de mortalidad por cancer de mama (OR 0.48, IC 95% 0.19-1.21,
p=0.12) en las mujeres con cancer de mama y mutacion en BRCAT que recibieron
quimioterapia en comparacion con las mujeres no portadoras. Estos resultados su-
gieren a nivel clinico que el estatus de BRCAT puede ser un factor predictivo de
quimiosensibilidad en el cancer de mama, a pesar de que el estudio incluye sélo
las mutaciones fundadoras Ashkenazi. Recientemente, Goodwin y colaboradores
(comunicacién oral, ESMO 2008) comunicaron el pronéstico de pacientes con can-
cer de mama y portadoras de mutacién en BRCAT o BRCA2 versus pacientes sin
mutacion en una cohorte internacional. El estudio reporté por primera vez que las
pacientes con cancer de mama y mutacién en BRCA2 que no habian recibido qui-
mioterapia adyuvante tenian un peor prondstico (HR 3.62) de forma estadistica-
mente significativa, asi como las pacientes con mutacién en BRCAT (aunque sin
alcanzar la significacion estadistica).

Otra forma de analizar la quimiosensibilidad de los tumores de mama en funcién
del estatus genético de BRCA es estudiar el porcentaje de respuestas completas pa-
tolégicas después de un tratamiento neoadyuvante (previo a la cirugia). En la tabla
1 se presenta un resumen de los principales estudios comunicados o publicados
que analizan el valor predictivo de BRCA a la respuesta a la quimioterapia neoad-
yuvante en el cancer de mama. Podemos destacar de esta tabla la elevada sensibi-
lidad de los tumores con mutacién en BRCAT al cisplatino, asi como a la
quimioterapia con antraciclinas.

En cuanto al cancer de ovario, un estudio retrospectivo analizé la supervivencia
global por estadio y estatus genético de BRCA1/2 en pacientes de descendencia judia
ashkenazi y seguimiento a mas de 6 afios y concluy6 que las pacientes con cancer
de ovario estadios Ill/IV con mutaciéon en BRCA1/2 alcanzaban una mayor supervi-
vencia global respecto a las no portadoras (mediana de supervivencia de 55.7 meses
versus 37.9 meses, p=0.002, con 28% de reduccién de mortalidad a 5 afos). Los au-
tores del estudio concluyen que esta diferencia en supervivencia puede deberse al
papel modulador de BRCA en la respuesta a la quimioterapia, especialmente los pla-
tinos . Este estudio vino a confirmar los resultados de una docena de estudios previos,
de los cuales la mayoria concluian que el estatus de mutacién en BRCA conferia un
mejor pronostico en el cancer de ovario. Considerando la relevancia del estatus de
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BRCA en determinar el prondstico y la respuesta a la quimioterapia en cancer de ova-
rio, y teniendo en cuenta que entre un 8%-13% de las neoplasias de ovario se asocian
a mutacién a BRCA, y entre un 9%-15% de las neoplasias esporadicas pueden tener
silenciamiento epigenético de BRCA1, cabe el planteamiento de si los ensayos clinicos
en cancer de ovario deberian estratificar por el estatus de BRCA para que no se pro-
dujeran desproporciones en el porcentaje de estas pacientes en cada rama de trata-
miento. Asimismo, dado el impacto beneficioso en supervivencia de estas pacientes,
pueden plantearse estrategias de reduccién de riesgo de otras neoplasias en mujeres
con cancer de ovario y portadoras de mutacion.

El conocimiento mas profundo de los distintos mecanismos de reparacion del
ADN y el papel de las proteinas BRCAT y BRCA2 en el mecanismo de reparacién
por recombinacion homoéloga ha conducido a la explotacién del concepto de le-
talidad sintética y al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer.
Cuando se produce una rotura de cadena doble del ADN, BRCA1 actéia como me-
diador de senalizacion del dafo y activa el complejo BARD1, asi como el reclu-
tamiento de RAD51 y BRCA2 para reparar la rotura de cadena doble mediante
recombinacién homéloga. Si este mecanismo de reparacién no funciona correc-
tamente, la célula se repara mediante otros procesos que pueden conducir al ci-
mulo de mutaciones e inestabilidad genémica o a la muerte celular (figura 4).

‘ CELULAS NORMALES ‘ CELuLAS BRCA DEFICIENTES ‘
/ == e

— e

Reparacion por RH Reparacion alternativa Reparacion por RH Reparacion alternativa
l (NHEJ/SSA (NHEJ/SSA
Estabilidad genomica l
Supervivencia Inestabilidad genomica
Muertes celular o

supervivencia con
delecciones / intercam-
bios cromosémicos

Figura 4. Papel de la recombinacion homdloga en la reparacion del ADN.

s I
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Por otro lado, Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP1) es una de las enzimas im-
plicadas en la reparacion de excision de bases (BER), el principal mecanismo de re-
paracién de las roturas de cadena simple del ADN. La inhibicion de PARP1 puede
llevar a un aumento de roturas de cadena simple en el ADN a lo largo del ciclo celular.
En la fase-S, la acumulacién de roturas de cadena simple induce el colapso de la hor-
quilla de replicacién, dando lugar a roturas de cadena doble que requieren el proceso
de RH para repararse adecuadamente. En ausencia de BRCA1 o BRCA2, este proceso
no puede llevarse a cabo y se produce, por tanto, un proceso de letalidad sintética
que ha conducido al desarrollo de inhibidores del PARP como una nueva estrategia
terapéutica dirigida contra células tumorales deficientes en BRCA. Por otro lado, el
hecho de que las células normales (no tumorales) de personas portadoras de una mu-
tacion sean heterozigotas para BRCA, y por tanto conservan intacta la capacidad de
RH, hace que los inhibidores de PARP dispongan de una amplia ventana terapéutica
(maxima letalidad tumoral con minima toxicidad en tejidos sanos).

En el afo 2005 se publicaron dos trabajos '*'* preclinicos que demostraban el
concepto de letalidad sintética en células BRCA deficientes después de la exposicién
a inhibidores del PARP. Ademas, la inhibicién de PARP también era capaz de inhibir
la formacion de tumores BRCA2-deficientes implantados en ratones atimicos. Asi-
mismo, esta letalidad sintética se ha demostrado también en ausencia de otras pro-
tefnas implicadas en la via de sefializacién del dafio genémico o necesarias para la
recombinacién homéloga, como XRCC, RAD51, RAD54, DSS1, RPA1, NBST, ATR,
ATM, CHK1, CHK2, FANCD2, FANCA o FANCC ™, lo cual amplia las opciones po-
tenciales de tumores sensibles al mismo tratamiento.

Clinicamente, el primer estudio fase | con inhibidores del PARP (Olaparib) que
incluye portadores de mutacién en BRCA, ha demostrado que la administracion de
Olaparib via oral en tumores BRCA-deficientes de pacientes previamente multitrata-
dos es efectiva para obtener respuesta tumoral con muy poca toxicidad relevante '°.
Asimismo, dos estudios fase Il recientemente comunicados en el congreso ASCO
2009 en pacientes con mutacion en BRCA y cancer de mama o cancer de ovario
avanzado, respectivamente, han demostrado que una dosis de 400mg/12horas de
olaparib en administracion continua tiene una elevada tasa de respuestas objetivas
y de supervivencia libre de progresion (en cancer de mama: 41% respuestas obje-
tivas y 5.7 meses de supervivencia libre de progresion; y en cancer de ovario: 33%
respuestas objetivas (61% si reincluyen las respuestas por marcador tumoral) y 5.8
meses de supervivencia libre de progresion) 1617,
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Actualmente ha finalizado el reclutamiento de un estudio fase 2 randomizado
de dos dosis distintas de olaparib versus adriamicina liposomal en portadoras de
mutacion en BRCA con cancer de ovario avanzado y se estan disefiando estudios
fase 3 que conduzcan a la aprobacién de este medicamento para este tipo de pa-
cientes.

Como ejemplo de la extrapolacién al cancer esporadico se estan también desarro-
llando otros inhibidores de PARP para administracion combinada con quimioterapia
para potenciar su efecto aditivo o sinérgico en cancer esporadico con caracteristicas
similares a los tumores BRCA-deficientes. Se ha observado que los tumores de mama
basal-like (representados mayoritariamente por tumores triple negativos: receptores
de estrogeno y progesterona negativos, y ausencia de sobreexpresion de HER2Neu)
comparten caracteristicas similares a los tumores BRCA1-deficientes, como ser de alto
grado, expresion de CK5/6, CK14, CK17, cadherina, alta inestabilidad cromosémica
y elevada quimiosensibilidad con mal pronéstico en ausencia de tratamiento con qui-
mioterapia). Esta observacion ha conducido a extrapolar al cancer esporadico los co-
nocimientos obtenidos del cancer hereditario y la realizacién de un ensayo clinico
fase 2 randomizado en cancer de mama triple negativo que compara la eficacia de la
administracion de quimioterapia sola versus quimioterapia con BSI-201 (inhibidor del
PARP ev). Los resultados del estudio fueron reportados de forma definitiva en el con-
greso SABCS 2009 y demostraron una mayor tasa de respuestas objetivas y supervi-
vencia libre de progresién y global en las pacientes tratadas con la combinacién versus
las pacientes tratadas con la quimioterapia sola (49% versus 28% de respuestas obje-
tivas; 7.2 meses versus 4.1 meses de supervivencia libre de progresién; y 10.6 meses
versus 7.6 meses de supervivencia global).

Sin duda alguna, el desarrollo de los inhibidores del PARP ha supuesto un avance
médico en el tratamiento dirigido de este tipo de tumores, permitiendo una terapia
mas individualizada y dirigida al defecto tumoral. Ha significado la utilizacién de
mutaciones cancerigenas como dianas terapéuticas especificas y la posibilidad de
aplicar los mismos tratamientos a tumores esporadicos con caracteristicas molecu-
lares similares. Sin embargo, se ha observado que algunas células tumorales BRCA-
deficientes pueden recuperar su capacidad de recombinacién homéloga después
del tratamiento con inhibidores del PARP o con cisplatino por un mecanismo de re-
conversion génica que devuelve la capacidad de sintetizar proteina funcional '8 2.
Serd importante discernir los mecanismos de resistencia y cémo superarlos para am-
pliar las opciones terapéuticas de estos pacientes.
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Cdncer colorrectal con inestabilidad de microsatélites: su papel prondstico vy
predictivo de respuesta a la quimioterapia y futuras terapias

En un subgrupo de paciente con cancer colorrectal (CCR) existe inactivacién de los
genes encargados de la reparacion de los desapareamientos de bases del ADN (Mis-
match Repair System, MMR). La inactivacién hereditaria de estos genes se conoce
como Sindrome de Lynch, mientras que en el cancer esporadico este mismo tipo
de alteracién puede deberse al silenciamiento epigenético del gen (generalmente
MLHT) que codifica para la proteina de reparacion del desapareamiento. Esta alte-
racion en el MMR system conduce a la aparicién de la inestabilidad de microsaté-
lites (IMS) en el tumor, al cimulo de mutaciones en genes supresores del cancer y
la predisposicion al mismo. Desde que se identifico esta via de oncogénesis del
CCR se ha estudiado el papel pronéstico y el potencial papel predictivo de respuesta
a la quimioterapia de los tumores con IMS debido a su implicacién en una via de
reparacion del ADN.

Varios estudios retrospectivos de casos, asi como un estudio de base poblacional,
encontraron que los CCR con IMS presentaban un pronéstico de supervivencia fa-
vorable en comparacién con los CCR sin IMS, y que era independiente del estadio
tumoral '-?2, Resultados similares se observaron también entre los participantes de
estudios fase Ill de adyuvancia en CCR, en los que los pacientes con CCR estadios
II-1Il e IMS que no recibian quimioterapia adyuvante mostraban una supervivencia
global superior que los pacientes sin IMS no tratados 3. Finalmente, un metanalisis
de 32 estudios que incluye mas de 1200 pacientes con CCR e IMS demostré una
reduccion de riesgo de mortalidad del 35% en pacientes con CCR e IMS comparado
con pacientes sin IMS 2*. Sin embargo, aunque se cree que este mejor prondstico
puede estar en relacion con la infiltracion linfocitica peritumoral que se observa
con frecuencia en estos casos, se desconoce el mecanismo exacto que explica este
fenémeno en los tumores con IMS.

Respecto al papel predictivo de la IMS frente a la quimioterapia, algunos estu-
dios retrospectivos demostraron que los CCR esporadicos con IMS no se benefi-
ciaban de la quimioterapia basada en 5-FU en comparacién con los tumores sin
IMS y el metanalisis publicado en el afio 2005 en pacientes con CCR estadio Il-
Il incluidos en ensayos randomizados corroboré dicho resultado 2 2°. Respecto
al papel de la IMS frente a la respuesta a la quimioterapia basada en irinotecan,
hay datos de estudios preclinicos que sugieren un aumento de quimiosensibilidad
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de estas células al irinotecan 2’ y un estudio retrospectivo en pacientes con estadio
Il concluye que los tumores con IMS tratados con irinotecan tienen una mejor
supervivencia libre de progresion a 5 afios comparado con los tumores sin IMS
tratados con la misma quimioterapia ?%. Sin embargo, otro estudio reportado re-
cientemente en ASCO 2009 no confirma dicho resultado 2°. Estos estudios, de
todas formas, probablemente puedan tener mayor repercusién en el contexto me-
tastatico que en adyuvancia ya que los esquemas de tratamiento adyuvante en
CCR no incluyen el irinotecan.

Con la evidencia acumulada hasta el momento hay un estudio en marcha del
grupo ECOG que randomiza a los pacientes con CCR estadio Il a recibir quimiote-
rapia adyuvante (basada en FOLFOLX) en funcién de la presencia de IMS/18q in-
tacto (bajo riesgo, no quimioterapia) o la ausencia de IMS/18q desbalanceado (alto
riesgo, si quimioterapia). Sin embargo, este estudio no responderd a la pregunta de
si la IMS es predictiva de respuesta a la quimioterapia basada en FOLFOX porque
s6lo los pacientes sin IMS son tratados con quimioterapia. En conclusién, actual-
mente algunos grupos afirman que la IMS puede considerarse un factor pronéstico
y predictivo independiente en el CCR estadio Il y que los pacientes con IMS en este
contexto podrian ahorrarse el tratamiento adyuvante debido a su favorable pronés-
tico y escaso beneficio.

Finalmente, a nivel preclinico se estan llevando a cabo estudios para identificar
dianas terapéuticas especificas en células tumorales con IMS. Un trabajo reciente
89 concluye que la via de PI3K puede ser de especial relevancia en estas células e
inhibirse de forma robusta con rapamicina. Asimismo, datos preclinicos sugieren
que los inhibidores del PARP pueden ser una opcién terapéutica en tumores con
IMS, ya que de forma secundaria causan mutaciones en genes implicados en la re-
paracion de roturas de cadena doble, como MRETTAy RAD50 .

Conclusiones

En conclusién, las alteraciones moleculares y genéticas que conducen a la aparicién
de tumores con una predisposicién hereditaria estan sirviendo como modelo para tra-
ducir estas mutaciones cancerigenas en dianas terapéuticas especificas con posibilidad
de disponer de amplia ventana terapéutica (eficacia elevada y poca toxicidad). Asi-
mismo, la extrapolacion a tumores esporadicos con caracteristicas bioldgicas similares
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puede permitir la aplicacion de estas nuevas terapias a grupos mas amplios de pa-
cientes conservando su eficacia de forma individualizada. Finalmente, aunque se estan
ensayando estos tratamientos en el contexto metastatico, se espera que algunos de
estos farmacos puedan aplicarse en fases mds iniciales de la enfermedad, ya sea como
tratamiento adyuvante o como estrategias preventivas.
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