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TERMINOLOGÍA CLAVE



PRESENTACIÓN



P R E S E N TA C I Ó N



Entre las estrategias de lucha contra el cáncer, el fomento de estilos saludables de vida y la identificación de grupos de población con mayor riesgo de desarrollar un determinado tumor, que permite una mayor rentabilidad en las políticas de prevención, son las más eficaces. Lo que hoy llamamos Cáncer Hereditario comprende un pequeño porcentaje de la totalidad de casos de cáncer diagnosticados. Pero es indudable que existe una mayor o menor predisposición de cada persona, en función de los distintos polimorfismos genéticos y sus combinaciones. Gracias a los continuos avances en el conocimiento de los mecanismos moleculares del cáncer, se han descubierto genes cuya alteración funcional conlleva un riesgo mayor del poblacional de padecer la enfermedad. Al mismo tiempo, se diseñan fármacos dirigidos a neutralizarlas para disminuir las tasas de incidencia elevadas. Es solo el inicio de lo que falta por llegar para conseguir una atención médica personalizada en todos sus aspectos. Nuestros pacientes nos solicitarán ayuda para comprender su situación particular y poder tomar la decisión más adecuada. Es necesaria una formación actualizada del profesional en los aspectos moleculares y clínicos del cáncer hereditario. E igualmente, el desarrollo de Unidades especializadas que se ocupen de los aspectos asistenciales en sus facetas diagnóstica, ética, preventiva, sicológica y de seguimiento, con plenas garantías de confidencialidad, así como de las tareas docentes e investigadoras. La configuración de la estrategia global adecuada y del equipo multidisciplinar correspondiente, son objeto de debate. En algunas Comunidades Autónomas se ha reconocido oficialmente la necesidad y se han dotado dichas Unidades de recursos humanos y materiales. Espero que el ejemplo cunda y sea una realidad generalizada en breve. La SEOM ha abordado esta situación con una amplia perspectiva para intentar satisfacer esta necesidad y ha constituido una Sección, liderada por Pedro Pérez Segura. Desde su fundación,
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hace 3 años, la actividad desarrollada ha sido excelente en todos los aspectos: un curso anual presencial de formación en Consejo Genético y Cáncer Hereditario, otro a través de Internet, proyectos de investigación, apoyo en las Consejerías de Sanidad de las diferentes Autonomías para el desarrollo e implantación de la Unidades en los Hospitales, relaciones con otros centros nacionales e internacionales, etc. El último socio de honor SEOM fue Henry Lynch, un profesional de reconocido prestigio internacional que nos acompañó en el Simposio SEOM-Grupos Cooperativos y nos deleitó con su ponencia sobre últimas novedades en cáncer colorrectal hereditario no-polipósico. Todas estas actividades dirigidas a todos los profesionales relacionados con el paciente con cáncer y sus familiares, son también útiles para los estudiantes de biomedicina, los de postgrado, sus profesores, residentes MIR, etc. Representan un avance más en la lucha contra el cáncer y en el desarrollo de nuestro sistema sanitario. El ciudadano sano será, en última instancia, el principal beneficiado. La SEOM quiere expresar su agradecimiento a todos aquellos que han contribuido a la edición de la presente obra, tanto autores como el Instituto Roche con su mecenazgo desinteresado. Un libro que, sin duda, es una valiosa herramienta de trabajo y formación en esta nueva faceta de la Oncología Médica: El Cáncer Hereditario y el Consejo Genético.



Alfredo Carrato Mena Presidente de SEOM
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En el año 2000, el cáncer es la primera causa de muerte en España, en términos absolutos, con 91.623 muertes, lo que supuso el 25,6% de todas las defunciones. Para el conjunto de grupos de edad, el cáncer es la primera causa de muerte en hombres. En mujeres aunque aún se sitúa en segundo lugar, después de las enfermedades cardiovasculares, provoca el mayor número de años potenciales de vida perdidos. En un futuro no muy lejano, resulta previsible que el cáncer sea la principal causa de muerte en ambos sexos. El principal objetivo de la atención oncológica es conseguir una reducción de la mortalidad, mediante una mejora de los tratamientos y una apuesta por la prevención. La prevención debe basarse en un mejor conocimiento de los factores de riesgo asociados. Aparte de los factores ambientales y hábitos tóxicos, debemos tener en cuenta, también, los factores de predisposición hereditaria. Se calcula que un 5-10% de todos los tumores pueden estar relacionados con una base genética hereditaria predisponente, debido a mutaciones que en la mayoría de las ocasiones se transmiten de forma autosómica dominante. Los síndromes de cáncer hereditario son múltiples y actualmente se conocen las bases genéticas de varios de ellos. No obstante, el hecho que ha revolucionado el mundo de la genética en cáncer, ha sido la identificación de genes asociados a la aparición de neoplasias de alta incidencia como el cáncer colorrectal, mama y ovario. El consejo genético en cáncer, es el proceso por el cual los pacientes y/o sus familiares son informados de la probabilidad de transmitir la enfermedad, del riesgo de presentarla, de las medidas de prevención y de la posibilidad de llevar a cabo un estudio genético.
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La Sociedad Española de Oncología Médica, recogiendo el interés y esfuerzo que un grupo de oncólogos médicos, junto con otros profesionales de diferentes procedencias, estaban realizando para implementar y mejorar la asistencia a nuestros pacientes y sus familias en relación a la susceptibilidad de heredar un cáncer, decidió impulsar esta iniciativa, creando la Sección de Cáncer Familiar y Hereditario de la SEOM. Desde su fundación, esta Sección se ha caracterizado por su gran actividad en desarrollar cursos y programas formativos, simposios, editar guías y manuales para médicos, pacientes y familiares. Todo ello, con el ánimo de ir profundizando y extendiendo el conocimiento y la práctica de este aspecto tan importante de la asistencia e investigación en Oncología. Hace dos años, con el entusiasmo que les caracteriza, plantearon a la Junta Directiva de la Sociedad el reto de realizar un libro sobre Cáncer Familiar y Hereditario. Este libro, editado en castellano, nacía con la intención de convertirse en un referente para todos aquellos profesionales interesados en el Cáncer Familiar y el Consejo Genético, de habla hispana. Hoy, después de un gran esfuerzo y dedicación del consejo editorial, encabezado por el Dr. Pedro Pérez Segura, presidente de la Sección SEOM de Cáncer Familiar y Hereditario, tengo la satisfacción de escribir estas letras, para dar la bienvenida a un libro al que auguro un gran éxito y larga vida. Está dividido en tres módulos y en su redacción han participado 28 profesionales –seis de ellos extranjeros–, con gran dedicación y experiencia en el tema. El contenido del libro incluye las bases moleculares y genéticas del diagnóstico; aspectos del asesoramiento genético, sin olvidar el impacto psicológico y la importancia de la comunicación y por último aspectos clínicos, con los síndromes hereditarios más importantes (mama-ovario y cáncer colorrectal), así como los menos frecuentes y otros de reciente descripción. No por haberlo dejado para el final, es menos relevante la introducción que el Dr. Henry T. Lynch, recientemente nombrado Miembro de Honor de la Sociedad Española de Oncología Médica, realiza sobre la Historia del Cáncer Hereditario.



18



L I B R O D E C Á N C E R H E R E D I TA R I O



El libro, aparece en un momento crucial, ya que como era de esperar, en la futura “Propuesta de Estrategia en Cáncer del Sistema Nacional de Salud” se garantiza que al año de su implantación aquellas personas con un riesgo elevado familiar o hereditario de padecer el tumor tendrán acceso a unidades especializadas de carácter multidisciplinar, donde se evalúe el riesgo individual y familiar de cáncer de mama y cáncer de colon, incluyendo la indicación de realización de estudio y consejo genético. Así mismo, se reconoce la necesidad de consolidar y en su caso crear unidades especializadas en consejo genético que puedan dar respuesta a las personas con riesgo hereditario de padecer un cáncer de mama o colorrectal. Los Oncólogos Médicos, no podemos dejar pasar esta oportunidad y continuando con la visión que en su momento tuvo la SEOM, debemos prepararnos para afrontar este reto, contribuyendo con nuestra formación y espíritu multidisciplinar, en la dirección de dichas unidades de consejo genético. Este libro, estoy convencido que contribuirá a ello. Antonio Antón Torres Ex-Presidente de SEOM
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INTRODUCCIÓN AL CÁNCER HEREDITARIO



LA HISTORIA DEL CÁNCER HEREDITARIO Henry T. Lynch, M.D. Departament of Preventive Medicine Creighton University School of Medicine Nebraska, USA



INTRODUCCIÓN En sus escritos sobre la historia del cáncer de mama, Donegan 1 sugiere que el cáncer no ha sido una causa fundamental de fallecimiento antes de la historia documentada, ya que la esperanza de vida era demasiado corta para que se desarrollase la enfermedad. Los estudios de aquellos tiempos primitivos nos indican que la enfermedad se consideraba provocada por los malos espíritus o por la cólera de los dioses. Magos, brujos y curanderos emplearon rituales y pócimas contra la enfermedad. El primer caso registrado de cáncer de mama aparece en un papiro egipcio que se remonta a 3.000 años AC aproximadamente. Resulta interesante, ya que dicho papiro registra tratamientos de pacientes masculinos, por lo tanto debió tratarse del poco frecuente cáncer de mama en el varón. El médico describía dichos tumores como no tratables. La historia del cáncer hereditario comenzó con las observaciones de agrupaciones familiares de pacientes que a menudo manifestaron fenotipos exóticos y peculiares, tales como el tipo que puede manifestarse en formas graves de neurofibromatosis 2-11. El extraño aspecto de algunos miembros de la familia, hizo que frecuentemente sus médicos e incluso los propios miembros de dicha familia afectados, consideraran que su destino era una maldición de Dios. Una interpretación científica de la etiología fue desarrollada en la era de la medicina moderna, cuando los médicos y los genetistas empezaron ya a considerar que las causas se debían a factores biológicos o genéticos 12.
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En los tiempos de los antiguos griegos y romanos, se desarrollaron conocimientos sobre la historia natural de los cánceres. Los tratamientos habituales fueron la cirugía y la cauterización. Sin embargo, la causa del cáncer seguía siendo un misterio. La teoría humoral sobre la enfermedad era la que gozaba de mayor credibilidad, lo cual condujo a falsas suposiciones en cuanto a los tratamientos a realizar, tales como el sangrado y el purgado. Durante la Edad Media no hubo grandes progresos en los conocimientos médicos, pero el Renacimiento conllevó un renovado interés por la historia griega y latina así como un enfoque más científico de la medicina como nunca antes había existido. Sin embargo, durante esta época, todavía los humores circulantes se consideraban causantes de las metástasis, y casos anecdóticos de familias con numerosos miembros afectados por el cáncer, dieron pie a la hipótesis de que el cáncer era un proceso contagioso y no una etiología hereditaria. Fue necesario el descubrimiento y el progreso de la técnica de la microscopía para poder demostrar finalmente el papel desempeñado por las células en el cáncer, y se requirió el desarrollo de la genética para empezar a considerar el posible papel del factor hereditario. Para una descripción más detallada del desarrollo del conocimiento sobre el cáncer y sus tratamientos a lo largo del milenio, centrada en el cáncer de mama, recomendamos consultar a Donegan 1. Una comprensión científica de la etiología del cáncer fue progresando en la era de la medicina moderna, momento en el cual los médicos y genetistas empezaron ya a plantearse que los factores causales podrían ser factores biológicos o genéticos 12. Los nuevos descubrimientos médicos, con solidez científica, deberán permitir a los científicos básicos y a los clínicos aprender de la historia de la medicina y modificar las creencias del pasado, con el fin de mejorar el cuidado de los pacientes. De hecho, numerosos descubrimientos médicos acumulados a lo largo de varios milenios, proceden de investigadores quienes “se han apoyado en los logros” de aquellos que a su vez ya habían contribuido al conocimiento médico. Resulta importante señalar que en esta cadena de acontecimientos históricos, ha habido un aplastante número de progresos en genética molecular, tipificados por el descubrimiento de innumerables mutaciones de líneas germinales que producen cáncer. Estos recientes descubrimientos permiten alcanzar un grado de certeza sin igual en el diagnostico, limitados únicamente por la penetrancia de la mutación. ¿Cuál va a ser el siguiente triunfo alcanzado en el campo de la genética molecular? Claramente puede tratarse del desarrollo de fármacos de diseño, cuyo objetivo sería la destrucción dirigida de los tejidos de los tumores, sin dañar células normales. Dichos logros se ejemplifican por fármacos como imatinib para casos de leucemia mielógena crónica y tumores estromales gástricos hereditarios potencialmente mortales 13-15, así como trastuzumab (Herceptin) que está siendo estudiado principalmente en casos de cáncer de mama HER-2/neu positivo.
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Nuestro objetivo es ofrecer una breve revisión de las contribuciones históricas en determinados campos seleccionados de la genética del cáncer. Sin embargo, este tema es tan amplio que hemos decidido restringir su alcance a unos pocos ejemplos, a saber, cáncer colorrectal hereditario (CCH), cáncer de mama y de ovario hereditarios (CMOH), e incluimos unas breves reflexiones sobre el cáncer gástrico difuso hereditario. Concluiremos con una somera mención del síndrome MEN 2, el síndrome von Hippel-Lindau, el síndrome Li-Fraumeni (SMLA – sarcoma, mama, leucemia, adrenal), y el síndrome de melanoma de nevo múltiple atípico familiar (MNMAF), incluyendo su vínculo con cáncer de páncreas.



CÁNCER COLORRECTAL LA HISTORIA DE LA POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR (FAP) La Figura 1 muestra la frecuencia relativa de cáncer colorrectal (CCR) considerado esporádico, el CCR familiar, y variedades hereditarias de CCR. Nuestra revisión histórica de la FAP se ha apoyado considerablemente en la minuciosa panorámica general ofrecida por Bussey 16. Su historia comienza con observaciones de Menzelio 17 quien, en 1721, registró probablemente el primer caso de un paciente con un gran número de pólipos en el conducto gastrointestinal. Muchas décadas después, el número, situación y histología de los pólipos de colon y las lesiones asociadas, fueron Figura 1. Gráfico circular que demuestra la marcada heterogeneidad genotípica y fenotípica en síndromes hereditarios de cáncer colorrectal. (Actualizado con permiso de Lynch y colaboradores Cancer 2004;100:53-64.) Abreviaturas MMR = Mismatch Repair Reparación de bases desapareadas
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definidos con más detalle y se empezó a identificar la posibilidad de incidencia familiar. La ciencia de la histopatología iniciada alrededor de 1860, aceleró estos conocimientos al identificar la importancia clínica de los pólipos intestinales. En 1882, Cripps 18 detectó poliposis coli en un hermano y una hermana, probablemente el primer indicio de que se trataba de un proceso familiar, posiblemente de origen genético. Bussey 16 considera que esta importante observación es el momento del comienzo de la historia de la FAP. En 1887, Smith 19 mencionó la presencia de “adenocarcinoma” del colon al describir tres miembros de la misma familia con múltiples pólipos en el colon. En 1890, Bickersteth 20 registró una familia con miembros afectados pertenecientes a dos generaciones (madre e hijo), lo cual reforzó la teoría de la poliposis adenomatosa familiar hereditaria. Al final del siglo diecinueve, tres de las cuatro características más destacadas de la FAP habían sido reconocidas: 1) Existían un gran número de pólipos colónicos; 2) Histológicamente, fueron del tipo adenomatoso; y 3) Fueron heredados. Fue en 1887 cuando Smith 19 mencionó la cuarta característica: la asociación con CCR. Cuthbert Dukes estableció la importancia de construir un árbol genealógico y en 1925, estableció el primer registro de familias con miembros afectados por poliposis en el Hospital de St. Mary en Londres, Inglaterra. Rápidamente empezaron a desarrollarse nuevas tecnologías de diagnosis. A comienzos del siglo veinte apareció el sigmoidoscopio con iluminación propia. La utilización del enema de bario como herramienta de diagnóstico fue mejorado posteriormente con la introducción de la técnica de doble contraste. En la época de la Segunda Guerra Mundial, Dukes decidió que la pubertad era el momento idóneo para empezar revisiones con regularidad de los hijos de un paciente polipósico utilizando el sigmoidoscopio. Con la aparición de un tratamiento quirúrgico seguro, los pacientes que padecían un estadío benigno de la FAP pudieron beneficiarse de la prevención de cáncer mediante la extirpación quirúrgica total de colon, seguida por frecuentes revisiones del recto restante. La primera anastomosis ileorrectal se llevó a cabo en 1948. Desde entonces muchas innovaciones quirúrgicas han sido adoptadas, incluyendo la resección perineal abdominal, la mucosectomía, y el reservorio o bolsa ileal para proteger contra carcinoma rectal. Finalmente, resulta especialmente interesante destacar que antes de la Segunda Guerra Mundial, aproximadamente un 65% de los pacientes con FAP padecían CCR detectado durante la primera revisión, lo que conllevó a una mayor concienciación sobre el síndrome y a la necesidad de someter los pacientes a screening a una edad más temprana, producto de lo cual, este porcentaje ha disminuido a aproximadamente un 5%.
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Lesiones extracolónicas asociadas: En 1953, Gardner y Richards 21 describieron una familia con poliposis, en la cual los miembros afectados también presentaron: a) Osteomas múltiples del cráneo y de la mandíbula; b) Múltiples quistes epidermoides; y c) Fibromas cutáneos. Posteriormente, esto fue denominado el síndrome de Gardner. Estudios adicionales de esta gran familia de Utah identificaron anomalías dentales (dientes supernumerarios) y tumores desmoides de la pared abdominal y ampliaron el examen de osteomas para incluir cualquier parte del sistema esquelético 22. Utsunomiya y Nakamura 23 descubrieron que más del 90% de los pacientes polipósicos japoneses que revisaron, presentaron osteomas mandibulares ocultos, hallazgo que fue confirmado posteriormente en otros centros. Lewis y colaboradores 24 en 1984 incluyeron la hipertrofia congénita del pigmento del epitelio retineano (CHRPE). En 1985, Bulow y colaboradores 25 demostraron que aproximadamente un tercio de los pacientes con FAP presentan también pólipos gástricos, principalmente de dos tipos: adenomas y pólipos de la glándula fúndica. (Una revisión general de la historia de la FAP por Bussey 16 ofrece la mayor parte de la información mencionada anteriormente y puede ser consultado para profundizar en el tema, si se desea.) Los carcinomas, además del CCR incluyen el cáncer de estómago, duodeno, yeyuno, páncreas, conductos biliares, carcinoma papilar de tiroides y hepatoblastoma. Hay tumores desmoides en aproximadamente 3-5% de los casos FAP, que se encuentran principalmente situados en la región intra-abdominal. Aunque no son estrictamente cancerosas, dichos tumores provocan una alta tasa de morbi-mortalidad, ya que son propensos a invadir y obstruir las estructuras anatómicas vitales. Incluso la cirugía para el control del CCR puede provocar la formación de tumores desmoides 26. Genética molecular Herrera y colaboradores 27 en 1986 observaron una deleción intersticial del cromosoma 5q en un paciente con múltiples anomalías de desarrollo, así como múltiples pólipos colónicos. Un año más tarde Bodmer y colaboradores 28 demostraron que el gen PAF, conocido actualmente como el gen de la poliposis adenomatosa coli (APC), estaba situado en el cromosoma 5. Desde entonces ha habido numerosos progresos en la comprensión de la heterogeneidad genotípica y fenotípica de la mutación APC. La Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (AFAP) Lynch y colaboradores 29 han descrito una familia con tendencia a padecer cáncer de colon, en la cual los miembros afectados tenían solamente unos pocos adenomas. Debido a que este informe preliminar mostró que la morfología del adenoma resulta ser semejante a la del “adenoma plano” de Muto y colaboradores 30, se propuso inicialmente el término síndrome de adenoma plano hereditario 31. Spirio y colaboradores 32,33 posteriormente vincularon esta familia y otras con fenotipos semejantes, al cromosoma 5q y caracterizaron las mutaciones proximales en el punto del
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cromosoma ocupado por el gen APC 32-34. El término póliposis adenomatosa familiar atenuada (AFAP) se consideró entonces como el más adecuado para este trastorno. Esta forma atenuada de FAP puede resultar extraordinariamente difícil de diagnosticar debido a su fenotipo de poliposis limitada (relación de 1 a 50, o hasta de 1 a 100 en pacientes atípicos). En estos casos resulta fundamental contar con una historia familiar bien realizada. Laken y colaboradores 35 han descrito una variante del gen APC, la mutación / polimorfismo I1307K, que lleva a un conducto inestable (hipermutable) con riesgo de mutaciones somáticas. Aproximadamente un 6% de los judíos ashkenazi son portadores de esta mutación / polimorfismo I1307K, mientras que la proporción es mucho más baja entre los judíos sefarditas. Un 10% de los judíos ashkenazi que padecen CCR y un 28% de los que presentan agrupamiento familiar de CCR mostraron dicha alteración I1307K 35. Esta mutación /polimorfismo no ha sido observada en los no judíos 35-37. Los portadores tienen aproximadamente el doble de riesgo de padecer CCR comparado con los no-portadores 35. Continua realizándose la investigación del fenotipo AFAP en este trastorno. Mutaciones en el gen MYH Se ha demostrado que las mutaciones en el gen MYH, cuando son bialélicas, causan poliposis adenomatosa colorrectal autosómica recesiva 38,39. En sus estudios del año 2004, Wang y colaboradores 40 han descubierto que la presencia de mutaciones bialélicas de línea germinal en el gen MYH estan correlacionadas con la presencia de 20 o más pólipos adenomatosos. No encontraron mutaciones bialélicas en el gen MYH en los siguientes casos: 1) en aquellos pacientes APC-negativos que presentaban menos de 20 pólipos adenomatosos; 2) en aquellos pacientes con CCR con edades superiores a 50 años de edad; 3) en aquellos sometidos a screening con 0-3 pólipos de colon. Wang y colaboradores sugirieron que el screening del gen MYH debe ser planteado no solamente en aquellos pacientes con múltiples pólipos de colon, sino también en pacientes con desarrollo precoz de CCR 40. Debido a este reciente descubrimiento, resulta fundamental saber más sobre el fenotipo asociado con las mutaciones en el gen MYH. Quimioprevención en la FAP King y colaboradores 41 han analizado los cuidados totales ofrecidos a los pacientes con FAP y sus familias, incluyendo la importancia de las estrategias de quimioprevención. Reddy y Rao 42 han constatado que, además de las investigaciones pre-clínicas, numerosos estudios multi-disciplinares tanto epidemiológicos como de biología molecular, han contribuido enormemente a los nuevos planteamientos de la quimioprevención, especialmente en el caso de los anti-inflamatorios noesteroideos (AINES), incluyendo el sulindac (Clinoril) 43. Específicamente, los ensayos clínicos sobre AINES han demostrado su efectividad en la regresión de adenomas de colon pre-existentes en
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pacientes con FAP. Se ha descrito en varios estudios 44 una quimioprevención efectiva con inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) incluyendo fármacos como celecoxib y rofecoxib. Los inhibidores naturales de la COX-2 como la curcumina 45 han demostrado ventajas de quimioprevención con tan sólo una mínima toxicidad gastrointestinal. Para una revisión reciente de los estudios de quimioprevención, se recomienda consultar Hawk y colaboradores 46. HISTORIA DEL SÍNDROME DE LYNCH La familia G La historia de lo que hoy día se conoce como el síndrome de Lynch se remonta a una observación de agrupación de cáncer familiar realizada por Aldred Warthin, un patólogo de la Facultad de Medicina de la Universidad de Michigan 47. En 1895, su costurera le dijo que ella probablemente fallecería debido a un cáncer de colon, estomago o del aparato reproductor femenino, ya que su familia era muy proclive a este tipo de cánceres (desafortunadamente, tal y como ella había predicho a Warthin, la chica falleció a una edad temprana debido a un cáncer metastático de endometrio). Warthin, patólogo-clínico de gran experiencia, que sabía escuchar, decidió estudiar el árbol genealógico de la chica y lo publicó en 1913 junto al de otras familias propensas al cáncer 48. En 1925 actualizó los datos sobre dicha familia 49. Desde ese momento a la familia de la costurera se le conoce como la Familia G. Lynch y colaboradores 50 en 1966 han descrito la historia natural familiar y la genética de dos grupos familiares de la región central de los Estados Unidos (Familias N y M). El Dr. A. James French, sucesor de Warthin como Decano de Patología en la Facultad de Medicina de la Universidad de Michigan, tenía conocimiento sobre la investigación de Lynch en cuanto a las familias N y M, y recordaba que Warthin había sido el primero en observar una familia semejante (Familia G) ya en 1895. En 1971, French, Lynch y Cruz, habiendo estudiado en detalle los datos de Warthin, actualizaron la información sobre la Familia G, luego de una visita al lugar de origen, en una zona rural de Alemania, y publicaron sus resultados 51. Mediante el uso de la tecnología de conversión 52, fue identificada en el año 2000 una mutación MSH2 en la familia G. Los datos sobre esta familia han sido actualizados recientemente por Douglas y colaboradores 53. Síndrome Muir-Torre (SMT) En 1981, Lynch y colaboradores 54 publicaron la primera observación de SMT en familias con síndrome Lynch. El SMT se caracteriza por múltiples adenomas sebáceos cutáneos, carcinomas sebáceos, queratoacantomas múltiples, y diversos cánceres de vísceras. Varios artículos 55-58 han esclarecido las características genético-moleculares y clínicas del síndrome de Muir-Torre. Los datos sugieren que la identificación de estas características cutáneas del SMT en un paciente, requieren una historia familiar detallada para obtener pruebas que confirmen la existencia del síndrome de
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Lynch 59. De hecho, los pacientes con estas desfavorables características requieren estudios genéticos, especialmente para confirmar la posible existencia de mutaciones de línea germinal del gen MSH2. Genética molecular Peltomäki y colaboradores 60 mediante análisis de ligamiento localizaron un locus en el cromosoma 2p como punto de presencia de un gen que predispone al síndrome de Lynch. Poco después se consideró un segundo locus relacionado con el síndrome de Lynch, desde el punto de vista etiológico; este locus situado en el cromosoma 3p fue identificado por Lindblom y colaboradores61 en Suecia. En estos loci 2p y 3p, fueron identificados los genes del síndrome de Lynch: MSH2 y MLH1 respectivamente, los cuales codifican proteínas de identificación y reparación de errores de bases desapareadas en el ADN 62-65. Mutaciones en dichos genes de reparación de bases desapareadas (mismatch repair) fueron encontradas en tan sólo un 50-60% de las familias con árbol genealógico clásico de síndrome de Lynch. Wagner y colaboradores 66 han sugerido que algunos de los problemas en la identificación de mutaciones relacionadas con el síndrome de Lynch eran debidos a una falta de sensibilidad de las técnicas de detección de mutaciones. Dichos autores plantearon que podría haber otros genes causantes de los casos restantes. En un estudio de ADN en miembros de una cohorte de 59 familias con síndrome de Lynch, bien definido clínicamente, pertenecientes al registro de la Universidad de Creighton, dichos autores utilizaron diversas técnicas (electroforesis de gel gradiente desnaturalizante, análisis Southern, verificación de inestabilidad de microsatélites (IMS), inmunohistoquímica (IHQ) y análisis de expresión monoalélica), para buscar mutaciones en los genes MSH2, MLH1, y MSH6. Los hallazgos revelaron que una deleción que comprendía los exones 1-6 del gen MSH2 fue detectada en 7 familias de la cohorte total, sin relación aparente (12%). Los estudios genealógicos posteriores mostraron que se trataba de una mutación con efecto fundador 67, que ha sido denominada “American Founder Mutation (AFM). La misma deleción ha sido identificada en al menos otras 13 familias supuestamente no relacionadas 68, investigación que sigue en curso. Las metodologías genealógicas y bioestadísticas indican que hay cerca de 19.000 portadores de la AFM en los Estados Unidos, y se puede verificar la procedencia de un único progenitor 68. Variedades de cáncer El síndrome de Lynch es el trastorno hereditario más frecuente que predispone al cáncer colorrectal. Dicho síndrome también conlleva un mayor riesgo de malignidad fuera del colon, principalmente riesgo aumentado de carcinoma de endometrio, seguido por carcinoma de ovario, estomago, intestino delgado, conducto hepatobiliar, páncreas, conducto uroepitelial superior y cerebro 69; entre los tipos de cáncer supuestamente relacionados con el síndrome de Lynch, de los
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cuales carecemos de pruebas suficientes para incluirles incondicionalmente en dicha lista, se incluyen: el carcinoma cortical adrenal 70, sarcomas (histiocitoma fibroso maligno 71, rabdomiosarcoma 72, liposarcoma 73,74) cáncer de próstata 75 y se añaden pacientes con características de neurofibromatosis 76,77. El síndrome de Lynch con características fenotípicas de neurofibromatosis Un fenotipo muy complejo del síndrome de Lynch ha sido descrito por Bandipalliam 77. Concretamente este informe amplía el fenotipo cutáneo y el espectro de cáncer relacionado con el síndrome de Lynch además del síndrome de Muir-Torre (SMT) analizado previamente, con su fenotipo cutáneo de adenomas sebáceos, carcinomas sebáceos, y múltiples queratoacantomas, asociados con cánceres de vísceras que son característicos del síndrome de Lynch. Bandipalliam ha publicado 77 varios informes sobre familias que han presentado una aparición extraordinariamente precoz de cánceres colorrectales además de manchas color marrón claro (café-au-lai) junto a malignidades hematológicas asociadas con mutaciones homocigóticas o bialélicas en genes de reparación de bases desapareadas (mismatch repair). En su completo análisis sobre la literatura médica, Bandipalliam 77 intenta resumir, tanto las características clínicas como los resultados de las pruebas genéticas de cada uno de estos informes; lo que ha llevado a una descripción de una entidad clínica diferenciada, caracterizada por inicio precoz de cánceres gastrointestinales y hematológicos junto a características cutáneas propias de la neurofibromatosis. Como recurso nemotécnico, Bandipalliam ha utilizado la sigla “CoLoN,” que significa en inglés Colon tumors or/and Leukemia/Lymphoma or/and Neurofibromatosis features (tumores de colon, y/o leucemia/linfoma y/o rasgos de neurofibromatosis). Además, constata que “ha habido cierta evidencia de que el gen de la neurofibromatosis tipo 1 es la diana mutacional en la deficiencia de reparación de bases desapareadas que se constata en las familias con cáncer colorrectal hereditario no-polipósico (HNPCC), y que la deficiencia mlh1 puede acelerar el desarrollo de leucemia en ratones heterocigóticos con neurofibromatosis (Nf1). El reconocimiento de este síndrome tiene una importancia significativa en términos de la detección precoz de cánceres, las recomendaciones para el screening de cáncer, así como para la asesoría genética que se ofrece a estas familias” 77. Un mensaje claro que se deriva de esta nueva evidencia de la ampliación de fenotipos del síndrome de Lynch, es que debemos conocer constantemente los nuevos descubrimientos fenotípicos a lo largo del tiempo en síndromes específicos de cáncer hereditario. Por lo tanto, el fenotipo de síndrome de Lynch, que se remonta a la publicación inicial de Warthin en 1913 48, incluye una gran heterogeneidad tanto genotípica como fenotípica, por ejemplo, el fenotipo del síndrome de Muir-Torre en 1981 54, y ahora los atípicos hallazgos semejantes a la neurofibromatosis, descritos por Bandipalliam 77.
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Control de cáncer en el síndrome de Lynch Järvinen y colaboradores 78 han demostrado los beneficios del screening mediante colonoscopia en la HNPCC en un ensayo clínico control a lo largo de 15 años. Se comparó la incidencia de CCR en dos cohortes de individuos en riesgo pertenecientes a 22 familias con síndrome de Lynch, utilizando como controles a aquellos miembros que rechazaron el ser sometidos al screening. 8 sujetos sometidos a screening desarrollaron cáncer colorrectal (6%), comparado con 19 en el grupo control (16%; p = 0,014). La tasa de CCR se redujo en un 62% en aquellos sujetos sometidos a screening. Todos los cánceres colorrectales en el grupo sometido a screening fueron locales, no causaron muertes, a diferencia de los 9 fallecimientos causados por CCR identificados en el grupo control. Se concluyó que el screening mediante colonoscopia para detectar el CCR realizado cada 3 años, reduce el riesgo de CCR en más de la mitad, previene la muerte por CCR, y disminuye la mortalidad total en aproximadamente un 65% en familias con síndrome de Lynch. La incidencia relativamente alta de CCR, incluso en los sujetos sometidos a screening (a pesar de no haberse registrado fallecimientos) requiere, según nuestra opinión, realizar detecciones con mayor frecuencia, por ejemplo, cada año. De hecho, Vasen y colaboradores 79 han descubierto 5 cánceres de intervalo en pacientes con síndrome de Lynch al cabo de 3 años y medio después de realizar una colonoscopia con resultados normales. Recomendamos realizar colonoscopias anuales, considerando una carcinogénesis acelerada en el síndrome de Lynch 80. Iniciamos la colonoscopia a la edad de 25 años porque la edad promedio de CCR (aproximadamente a los 45 años) es más temprana en el síndrome de Lynch que en la población general 69,81. A pesar de que una característica de este trastorno ha sido la edad precoz de inicio, Hampel y colaboradores 82 han señalado casos que muestran un inicio más tardío (55-60 años). Esto puede ser debido a un sesgo en la evaluación. Claramente debemos considerar los pacientes con más de 60 años como individuos con mayor riesgo potencial de cáncer. Cánceres ginecológicos y síndrome de Lynch Lu y colaboradores 83 realizaron una investigación para saber si las mujeres con síndrome de Lynch, que desarrollaron dos cánceres primarios, padecían cáncer ginecológico o cáncer colorrectal como “cáncer centinela.” El estudio incluye a 117 mujeres con cánceres primarios duales, pertenecientes a 223 familias que satisfacían los criterios de Ámsterdam (ver capítulo de criterios diagnósticos). Los resultados demostraron que: en 16 mujeres el CCR y el cáncer de endometrio fueron diagnosticados simultáneamente; en 52 mujeres (51%), el cáncer de endometrio o de ovario fue diagnosticado primero; en 49 mujeres (49%), se diagnosticó inicialmente el CCR. Entre aquellas quienes desarrollaron primero cáncer de endometrio o de ovario, la edad promedio en el
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momento del diagnostico fue de 44 años. A su vez, aquellas quienes desarrollaron primero CCR tuvieron una edad promedio de 40 años en el momento del diagnóstico. Estos autores han establecido la conclusión de que entre las mujeres con síndrome de Lynch que desarrollaron dos cánceres primarios colorrectal /ginecológico, el cáncer de endometrio o de ovario fue el cáncer centinela que precedía al desarrollo del cáncer colorrectal en la mitad de los casos. Es por ello que tanto los oncólogos ginecológicos como los ginecólogos desempeñan un papel fundamental en la identificación del síndrome de Lynch . Inestabilidad de microsatélites (MSI) y screening mediante inmunohistoquímica (IHQ) La determinación mediante la genética molecular sine qua non para el diagnóstico del síndrome de Lynch, resulta ser la detección de una mutación de línea germinal en uno de los genes de reparación de bases desapareadas (mismatch repair). Sin embargo, la prueba mediante análisis Southern resulta ser demasiado costosa para emplearla en la población en general. Tal y como observaron Vasen y Boland 84, después del descubrimiento de la inestabilidad de microsatélites (MSI) en 1993 85,86, dicha inestabilidad se encontró en casi todas las muestras de tejidos de cáncer de colon de pacientes con síndrome de Lynch 60,87,88 (citado por Vasen y Boland). La prueba mediante inmunohistoquímica (IHQ) de los productos proteicos de genes de reparación de bases desapareadas, resulta ser prometedora como screening para la presencia de mutaciones características del síndrome de Lynch. Desde el punto de vista del especialista clínico merece la pena estudiar el papel de la inestabilidad de microsatélites, así como las pruebas mediante IHQ, realizadas ya sea separadamente o en forma combinada, como herramientas intermedias para la detección del síndrome de Lynch 89. Al discutir la estrategia de utilización de técnicas de MSI y marcadores moleculares inmunohistoquímicos (IHQ), Vasen y Boland 84 sugieren que la IHQ podría ser de utilidad para encontrar mutaciones de un gen específico, mientras que en el caso de aquellos pacientes que satisfacen los criterios de Bethesda (ver capítulo de criterios diagnósticos), dichos autores sugieren que el primer paso podría ser el análisis MSI seguido del estudio por IHQ de todos los tumores clasificados como MSI-H (MSI- alta) 90 (citado por Vasen y Boland). Los criterios de Bethesda revisados han demostrado ser el conjunto de criterios clínicos de mayor utilidad a la hora de identificar a los pacientes en riesgo de padecer síndrome de Lynch. Para los pacientes que satisfacen los criterios de Bethesda revisados, tanto la MSI como las pruebas por IHQ resultan ser formas altamente eficaces a la hora de seleccionar ulteriormente a aquellos pacientes que deberán ser sometidos al estudio de posibles mutaciones de línea germinal de gen de reparación de bases desapareadas (mismatch repair) 91. La Tabla 1 muestra puntos importantes en la historia del síndrome de Lynch.
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Tabla 1. Hitos en la historia del síndrome de Lynch Primera mención



Referencias



1913



(48)



Asesoramiento genético



1965



(191, 192)



Primer informe de Lynch y colaboradores sobre las Familias N y M



1966



(50)



Inicio del cáncer a una edad precoz



1966



(50)



Patrón de herencia autosómico dominante



1966



(50)



Sesión de información familiar (FIS)



1966



(50, 193, 194)



Recomendaciones para el screening



1967



(195)



Características Familia G de Warthin (el estudio empezó en 1895)



Actualización de los datos de la familia G



1971



(51)



Inclusión del colon proximal



1977



(196)



Comienzo del estudio del síndrome de Lynch en Uruguay



1977



(197)



Recomendación para la realización de una histerectomía total con salpingo-ovariectomía bilateral (HT-SOB) profiláctica



1978



(198)



Síndrome de Muir-Torre (como variante del síndrome de Lynch )



1980



(54, 199)



Incidencia aumentada de cáncer colorrectal sincrónico y metacrónico



1982



(200,201)



Los estudios del síndrome de Lynch empezaron con los indios Navajos



1983



(202-207)



Estudios de distribución de timidina tritiada en mucosa rectal



1983



(208)



HNPCC denominado “El síndrome de Lynch ”



1984



(209)



Estudio de los niveles de selenio en el síndrome de Lynch



1984



(210)



Formación de ICG-HNPCC



1989



(188, 211)



Estudios de la unión de la lectina en FAP y HNPCC



1990



(212-214)



Criterios de Ámsterdam I



1991



(188)



Carcinogénesis acelerada y CCR de intervalo



1992



(80, 215-218)



Primera susceptibilidad de locus de cáncer encontrado en 2p mediante el análisis de linkage



1993



(60)



Segunda susceptibilidad de locus encontrado en 3p mediante el análisis de ligamiento



1993



(61)



Genes de reparación de bases desapareadas de ADN registrados



1993



(62-65)



Fenotipo RER+ (IMS) descrito



1993



(87)



Mutaciones en la línea germinal en el síndrome



1993



(62)



Identificación de la mutación en el gen MSH2



1993



(63)



Adenocarcinomas extracolónicos



1994



(219)



Características patológicas distintivas



1994



(216)



Mutaciones en los genes MSH2; MLH1



1994



(64, 65)



Participación del grupo de Creighton en el estudio Uruguayo



1995



(220)
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Perspectiva histórica hasta el año 1995



1995



(221)



Papel de los genes de reparación de bases desapareadas de ADN en la tumorogénesis de CCR



1995



(222, 223)



Recomendaciones de una colectomía profiláctica subtotal



1996



(224, 225)



Beneficios para la supervivencia



1996



(226, 227)



Seminarios de la NIH NCI sobre IMS en el síndrome de Lynch (criterios de Bethesda)



1996



(85)



1996-1998



(228, 229)



1997



(230, 231)



Desarrollo de IHQ Mutación en el gen MSH6 Actualización por parte de NIH NCI de los datos sobre IMS



1997



(232)



Implicación del intestino delgado



1998



(233)



Mutación fundadora en Finlandia



1998



(234)



Criterios de Ámsterdam II



1999



(189)



Linfocitos infiltrantes en el tumor y su asociación con IMS



1999



(235)



Tecnología de conversión



2000



(52)



Se asocia una mutación compleja del gen MLH1 en el codón 222 con el inicio durante la adolescencia de CCR (se necesitan más familias con CCR de inicio precoz para continuar el estudio)



2001



(236)



La quimioterapia adyuvante con fluorouracil beneficia a los pacientes con CCR en estadío II o estadio III con tumores de SMS o IMS-bajo pero no aquellos con tumores de IMSI-Alta



2003



(237)



El efecto H(2)O(2) mejora la supervivencia en líneas celulares deficientes de reparación de bases desapareadas en el ADN



2003



(238)



Mutación fundadora MSH2 del 1-6 descubierto en los Estados Unidos



2003



(67)



Familias que cumplen con los criterios de Ámsterdam sin evidencia de mutación de reparación de bases desapareadas



2005



(92)



Edad tardía de inicio de cáncer en cánceres asociados con el síndrome de Lynch



2005



(82)



El síndrome de Lynch con CCR de inicio muy precoz y con malignidades hematológicas y características de neurofibromatosis



2005



(77)



LOS CRITERIOS DE ÁMSTERDAM I, NO SÍNDROME DE LYNCH Lindor y colaboradores 92 han descrito familias que satisfacen los criterios de Ámsterdam I (ver capítulo de criterios diagnósticos) en las que no hay evidencia de defecto de reparación de bases desapareadas en el ADN y que no manifiestan la misma incidencia de cáncer vinculada al síndrome de Lynch y a la deficiencia de reparación de bases desapareadas relacionada. Específicamente, en este caso, los miembros de estas familias muestran una incidencia menor de CCR respecto a familias con síndrome de Lynch y la incidencia podría no verse aumentada en las familias con cáncer
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extracolónico. Estas familias no deben ser descritas, ni se les debe asesorar como si padecieran síndrome de Lynch. Para facilitar la diferenciación de estas entidades, Lindor y colaboradores 92 sugieren la denominación “cáncer colorrectal familiar tipo X” para describir este tipo de agrupación familiar de cáncer colorrectal, pero para evitar la posible confusión con la herencia cromosómica X, nosotros preferimos la denominación “cáncer colorrectal familiar de tipo indeterminado”.



CÁNCER GÁSTRICO SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER GÁSTRICO EN VARIOS SÍNDROMES HEREDITARIOS A pesar de que muchos adenocarcinomas de estómago se presentan esporádicamente sin que exista una predisposición hereditaria fácilmente demostrable, una pequeña proporción de cánceres gástricos ocurre en síndromes de predisposición al cáncer gástrico hereditario claramente identificados. Estos incluyen el síndrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar (FAP), el síndrome hereditario de carcinoma gástrico difuso (SHCGD), el síndrome de Peutz-Jeghers (PJS) y subconjuntos del síndrome de Li Fraumeni (ver Figura 2). Algunas familias de origen japonés y coreano que son portadoras de mutaciones de líneas germinales APC, desarrollan ocasionalmente cáncer gástrico. En pacientes con FAP, los pólipos



Figura 2. Gráfico circular que muestra la marcada heterogeneidad genotípica y fenotípica en síndromes hereditarios que predisponen al cáncer gástrico HNPCC FAP DIFUSO INTESTINAL HEREDITARIO



GIST SÍNDROME COWDEN SÍNDROME LI FRAUMENI SÍNDROME PEUTZ JEGHERS



POLIPOSIS GÁSTRICOS HIPERPLÁSICOS



AGREGACIÓN FAMILIAR - Ambiental - Genético - Interacción G-A



ESPORÁDICO = HEREDITARIO Siguiendo más intensamente la historia familiar
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en la parte superior del tracto gastrointestinal (adenomas y pólipos en la glándula fúndica) se presentan con mayor frecuencia en el estómago. En la mayor parte de los casos, los adenomas aparecen en el duodeno y están presentes en el 33-100% de los pacientes con FAP según la edad del sujeto 93,94. Los pólipos de la glándula fúndica en el estómago pueden encontrarse en un 2773% de los miembros de familias con FAP y desde un 0,8-1,4% de la población general; los adenomas gástricos aparecen en un 60% de las familias japonesas con FAP 95 pero sólo en un 2% de los miembros de familias con FAP de países occidentales 96. A pesar de dicha preocupación sobre pólipos de la glándula fúndica, parece que no existe un aumento apreciable del riesgo de padecer adenocarcinoma gástrico en aquellos pacientes con FAP de países occidentales 94. Los cánceres de estomago se presentan en un 11% de las familias con síndrome de Lynch y se ha demostrado que aparecen en familias con mutaciones de líneas germinales de genes MLH1, MSH2, o MSH6 97,98. La mayoría de estos cánceres (79% en un estudio) son de tipo intestinal y tienen la misma historia natural que el cáncer gástrico esporádico 97. Como en la FAP, el cáncer gástrico en el síndrome de Lynch, es más preocupante en países orientales tales como China 99 y Corea 100,101 que en países occidentales. Es interesante destacar, sin embargo, que antes del siglo veinte la incidencia de cáncer gástrico en el síndrome de Lynch era superior. Por ejemplo, los miembros de la Familia G, quienes fueron estudiados por Warthin a fines del siglo diecinueve y principios del veinte, poseen un riesgo mucho más alto de padecer cáncer gástrico 48,49 que sus descendientes directos, lo que se verificó al actualizar los datos sobre la familia en 1970 51. Estas diferencias en la incidencia de cáncer gástrico en el síndrome de Lynch resulta semejante a las diferencias que aparecen en cánceres gástricos esporádicos, tanto desde el punto de vista geográfico como histórico. CARCINOMA GÁSTRICO DIFUSO HEREDITARIO (CGDH) El síndrome hereditario de susceptibilidad al cáncer gástrico, con herencia autosómica dominante (CGDH) está causado por mutaciones de líneas germinales en CDH1. Los portadores de mutaciones de líneas germinales en CDH1 tienen un riesgo a lo largo de la vida superior al 70% (penetrancia) de desarrollar cáncer gástrico difuso y las mujeres portadoras de mutaciones tienen además un riesgo adicional de padecer cáncer de mama, especialmente el cáncer de mama lobular, en aproximadamente un 40% de las pacientes 102. Quizás la familia con susceptibilidad de cáncer gástrico que ha gozado de mayor renombre fue la de Napoleón Bonaparte, quien falleció en 1821. La autopsia describe una úlcera gástrica maligna perforada 103. Para mayor información, consultar el artículo de Parsonnet 104. El padre de Napoleón había fallecido de un cáncer gástrico, confirmado en la necropsia, lo que acorde a la descripción
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Figura 3. Árbol genealógico de la familia de Napoleón Bonaparte que muestra la susceptibilidad al cáncer gástrico



general parece ser un cáncer gástrico difuso. Se ha planteado que el abuelo paterno de Bonaparte, así como su hermano y tres de sus hermanas, también fallecieron debido a un cáncer gástrico (Figura 3) 105. En 1998, mutaciones que cortan las líneas germinales del gen supresor tumoral CDH1 (conocido como el gen E-caderina) han sido descritas en tres familias Maories de Nueva Zelanda predispuestas al cáncer gástrico difuso 106. Similares mutaciones han sido descritas desde entonces en más de 40 familias diferentes que presentan síndrome hereditario de carcinoma gástrico difuso, pertenecientes a diferentes orígenes étnicos 107,108. En 1999, fue creado el International Gastric Cancer Linkage Consortium (IGCLC) debido a la necesidad de desarrollar una terminología común para esta enfermedad y a los beneficios de compartir datos para la producción de recomendaciones de manejo basadas en la evidencia. El IGCLC ha definido el síndrome hereditario de cáncer gástrico difuso (HDGC) (OMIM #137215) como: 1) familias con >2 cánceres gástricos difusos confirmados por histología en sujetos menores de 50 años, o 2) familias con >3 familiares cercanos con cáncer gástrico difuso a cualquier edad.
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Dos terceras partes de las familias con síndrome hereditario de carcinoma gástrico difuso registradas hasta la fecha, fueron negativas en cuanto a la mutación de líneas germinales CDH1. En estas familias la hipótesis de que mutaciones específicas en CDH1, tales como deleciones, podrían haber sido no detectadas debido a una sensibilidad insuficiente de los métodos de detección utilizados; sin embargo, parece ser más probable que la mayor parte de dichas familias podrían ser portadoras de mutaciones de otros genes de susceptibilidad al cáncer gástrico hereditario difuso, que todavía no han sido identificados. A pesar del descubrimiento de la causa genética subyacente de este síndrome, el manejo óptimo de los miembros de familias con síndrome hereditario de cáncer gástrico difuso, se ha prestado a controversias, principalmente debido al valor no demostrado de los regímenes de vigilancia o de la gastrectomía profiláctica y sus efectos sobre los resultados clínicos en sujetos portadores de la mutación. Ciertas reticencias sobre la eficacia de los protocolos de vigilancia actualmente en uso fueron destacadas por Huntsman y colaboradores 109 y Chun y colaboradores 110 quienes describieron cinco casos cada uno de muestras de estómago tomadas durante una gastrectomía profiláctica, y que aparentemente eran normales desde el punto de vista clínico. Dichas muestras pertenecían a portadores de mutaciones CDH1 en quienes se confirmaron cánceres gástricos difusos precoces (intramucosa) detectados mediante un examen patológico detallado ulterior. En estos estudios, fueron incluidas 3 familias diferentes con fenotipos de alta penetrancia y la vigilancia utilizando endoscopia superior y biopsia de mucosas, no fueron capaces de identificar cánceres gástricos intramucosa que sí fueron detectados en el momento de la gastrectomía en 7/7 casos. En una serie independiente de 6 gastrectomías profilácticas o terapéuticas realizadas en portadores de mutaciones de líneas germinales de CDH1, Charlton y colaboradores 111 investigaron las características de un fenotipo precoz en busca de un patrón de distribución y tamaño de los focos en relación con las zonas de mucosa, estómago proximal vs. distal, y patología benigna, en donde el estómago completo fuera examinado microscópicamente 111. Los hallazgos revelaron de 4 a 318 focos microscópicos de adenocarcinoma intramucosa de células en forma de anillo de sello en 6 estómagos “normales”, mientras el tamaño de los focos variaba su diámetro de 0,1-10 mm. Las gastrectomías profilácticas realizadas en portadores de mutaciones de líneas germinales CDH1 han ofrecido un punto de vista único sobre el cáncer gástrico difuso de estadío precoz. Todos los cánceres descritos en muestras profilácticas fueron tipo intramucosa, y la mayor parte de las muestras estaban invadidas por cánceres gástricos difusos precoces, ninguno de los cuales era fácilmente visible 109-111. Esto conlleva la posibilidad de que la segunda alteración en CDH1 sea un efecto de campo generalizado, tal como una hipermetilación del promotor. Esto, junto con otros eventos de mutaciones necesarios para el desarrollo de un cáncer gástrico precoz, resultan ser
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relativamente frecuentes en portadores de mutaciones de líneas germinales del gen CDH1, mientras que la falta de regulación de genes necesarios para la invasividad y el carácter metastásico de estas lesiones es menos frecuente. Es posible que algunos pacientes con la enfermedad submucosa nunca desarrollen metástasis y por lo tanto en ciertos casos la presencia de dicha patología tiene importancia biológica pero no clínica. Podemos suponer que esta pregunta pendiente sobre la mutación en CDH1 dificulta la toma de decisión médica en cuanto a una gastrectomía profiláctica en portadores de mutaciones. El examen de estómagos de sujetos de avanzada edad, portadores de mutaciones de líneas germinales del gen CDH1 sin relevancia clínica, puede ayudar a esclarecer por qué más de un 20-30% de los portadores de mutaciones de líneas germinales no desarrollan cánceres clínicamente sintomáticos a pesar de constatarse en la detección de cáncer gástrico microscópico en todas las muestras de gastrectomías profilácticas analizadas hasta la fecha. Estos hallazgos presentan similitudes a los referentes a cáncer de próstata, en los cuales dicho cáncer no forma metástasis y resulta fundamentalmente de interés biológico. Otras dos observaciones a partir de las gastrectomías descritas por Carneiro 112 fueron la ausencia de la patología asociada con H. pylori y la presencia in situ de carcinomas de células en forma de anillo de sello. Lo primero sugiere que la infección por H. pylori no es un prerrequisito para el desarrollo del cáncer gástrico difuso hereditario y lo segundo ha conducido a un modelo sobre la patogénesis de dichos cánceres 112. Considerando la baja sensibilidad de los métodos actuales de vigilancia para la detección de cánceres gástricos en estadío precoz, en miembros de familias con síndrome hereditario de carcinoma gástrico difuso, será fundamental lograr una mejor comprensión de la base molecular de la progresión del cáncer gástrico difuso hereditario (CGDH) para determinar si los métodos basados en ensayos de marcadores moleculares podrán mejorar nuestra capacidad de estudiar estas familias, a fin de detectar el cáncer gástrico . Lewis y colaboradores 113 indican que sujetos de familias con CGDH, quienes poseen la mutación de línea germinal del gen CDH1, deberán ser considerados como candidatos para una cirugía profiláctica. Mientras que la morbilidad de esta intervención quirúrgica es muy superior a la de otras cirugías profilácticas comúnmente realizadas, tales como mastectomías, colectomías, y ooforectomías, las consecuencias del cáncer gástrico avanzado no diagnosticado son tales (un riesgo de una mortalidad superior a un 80% a una edad relativamente joven) que este procedimiento merece ser considerado cuidadosamente. La naturaleza de CHDH es tal que afecta a todo el estómago con lesiones multi-focales 112. Esto obliga a considerar solamente la gastrectomía total, aunque este planteamiento más agresivo vaya asociado a efectos adversos de morbilidad,
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mortalidad, estado nutricional y calidad de vida, comparado con una resección parcial de estómago. Sin embargo, una adecuada reconstrucción después de una gastrectomía total y una vigilancia nutricional disminuyen el riesgo de desarrollar perturbaciones severas del metabolismo óseo, de la ingesta alimentaria, la composición corporal y la calidad de vida. Aunque la técnica Y de Roux se utiliza comúnmente, es posible que otros métodos de reconstrucción como la bolsa de yeyuno puedan también mejorar la calidad de vida 114. La limitación principal de las técnicas de screening actualmente disponibles es que no evalúan las capas profundas de la pared de la mucosa, lugar de aparición de los cánceres gástricos difusos. Los métodos de detección por endoscopia resultan ser más eficaces para el tipo de cáncer intestinal, que surge a partir de la superficie de la mucosa. El desarrollo de nuevas modalidades tales como la espectroscopia autofluorescente endoscópica o la tomografía óptica de coherencia, promete mejorar la precisión de la detección del cáncer gástrico. Actualmente carecemos de suficiente conocimiento a la hora de asesorar a los pacientes, por ejemplo, hay falta de comprensión de la tasa de progresión de los cánceres gástricos difusos (CGD) superficiales microscópicos observados en las gastrectomías profilácticas. Sin embargo dada la frecuente letalidad del CGD, la gastrectomía profiláctica se ha convertido en la opción preferente de manejo de los portadores de mutaciones de la línea germinal del gen CDH1 en nuestra práctica médica. Por lo tanto, la gastrectomía profiláctica se ha unido a la ooforectomía profiláctica, la mastectomía y la colectomía como estrategias de prevención del cáncer que pueden ser recomendadas a sujetos en quienes se confirma son portadores de mutaciones con susceptibilidad al cáncer 115.



CÁNCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIOS El cáncer de mama puede encontrarse en una variedad de síndromes hereditarios de propensión al cáncer (ver Figura 4). CÁNCER DE MAMA Y COLORRECTAL HEREDITARIOS La primera descripción significativa de un árbol genealógico familiar con presencia de cáncer de mama, fue publicada en 1866 por el cirujano francés Paul Broca (Figura 5). Broca detectó las causas de fallecimiento de 38 miembros de la familia de su mujer a lo largo de 5 generaciones entre 1788 y 1856 116. Diez de las 24 mujeres en la familia murieron de cáncer de mama. Broca señaló su preocupación ante la posibilidad del carácter hereditario de una predisposición general al cáncer en la familia.
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Figura 4. Gráfico circular que muestra la frecuencias relativas de cánceres de mama esporádicos, poligénicos (familiar), y cánceres de mama hereditario. (Reproducido de nuevo con autorización de Lynch y Lynch. En: Breast Cancer, Second Edition. Winchester y colaboradores, editores. B.C. Decker, 2006. pp. 61-82.)



CÁNCER DE MAMA/OVARIO (BRCA1)



CÁNCER DE MAMA/GASTROINTESTINAL



ENFERMEDAD COWDEN SMLA SÍNDROME (LI-FRAUMENI) (p53)



CÁNCER DE MAMA EXTRAORDINARIAMENTE PRECOZ (BRCA1) MAMA Y TUMORES MISCELÁNEOS



CÁNCER DE MAMA ÓRGANO ESPECÍFICO (BRCA1 & BRCA2)



ATAXIA TELANGIECTASIA (HOMOCIGOTOS Y HETEROCIGOTOS)



POLIGÉNICO



CHEK2 (HBCC) ANEMIA DE FANCONI SÍNDROME DE BLOOM OTROS



ESPORÁDICO



Según nuestros conocimientos, el informe de Broca 116 recoge el primer árbol genealógico de una familia con cáncer de mama hereditario junto a un cáncer del tracto gastrointestinal, en particular CCR. Una posterior descripción de otra familia que muestra la combinación de cáncer de mama y cáncer colorrectal fue realizada por Lynch y colaboradores en 1972 117, seguida por un informe publicado en 1973 sobre numerosas familias con una susceptibilidad de padecer cáncer de mama y otros cánceres 118. Recientemente, Meijers-Heijboer y colaboradores 119 definieron lo que ellos consideraron ser un nuevo conjunto de familias que se caracterizaba por carcinoma de mama y CCR. En ellas la variante 1100delC del gen CHEK2 se encontraba presente en el 18% de 55 familias con cáncer de mama y cáncer colorrectal hereditarios (CMCH) comparado con el 4% de 380 familias sin-CMCH. Dichos autores creen que el fenotipo CMCH presentaba predisposición a través de una sinergia con unos genes de susceptibilidad todavía por definir. Los estudios de este tipo resultan extraordinariamente importantes dada la heterogeneidad genotípica y fenotípica que caracteriza a las familias susceptibles de cáncer de mama hereditario.
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OTRAS VARIACIONES TUMORALES RECONOCIDAS HISTÓRICAMENTE Ha habido numerosos informes desde la publicación de Broca sobre la existencia de agrupaciones familiares de cáncer de mama en las cuales existía un riesgo duplicado o triplicado de padecer esta enfermedad en sujetos que tenían uno o más familiares de primer grado afectados por cáncer de mama 120,121. Sin embargo, con pocas excepciones, la predilección por el cáncer de mama fue considerada por muchos como hereditaria pero referida a un lugar específico y por lo tanto a menudo se consideraba que los familiares en primer grado de los probandos con cáncer de mama tenían un riesgo empírico dos o tres veces mayor de desarrollar una lesión semejante 120. Jacobsen 122, en 1946, fue uno de los primeros investigadores en poner en tela de juicio que el carácter hereditario del cáncer de mama iba vinculado a un determinado lugar de aparición. Sus hallazgos en una serie de 200 propósitos con cáncer de mama, documentaron una frecuencia aumentada de cáncer en cualquier lugar anatómico en familiares de primer grado de los probandos. Stephens y colaboradores 123 en 1958 también describieron una nueva evaluación de una familia (107 parientes) con cáncer de mama, en la cual encontraron toda una variedad de tipos histológicos de neoplasias malignas. Lynch y colaboradores 117 en 1972 documentaron la aparición de cáncer de mama y de una variedad de cánceres en otros lugares extra-mamarios en familiares de primer y segundo grado de pacientes



Figura 5. Árbol genealógico de la familia de la mujer de Paul Broca, basado en el artículo original de Broca sobre esta familia publicado en la literatura médica francesa 116



LEYENDA Localización tumoral Número individual No afecto Edad actual Cáncer de mama Edad de diagnóstico Edad actual



Abd Br End Li St Tbc



Abdomen Mama Endometrio Hígado Estómago Tuberculosis



Otras localizaciones tumorales Edad de fallecimiento Probando



Pedigree drawn by ¨Toni Richardson-Nelson. B.G.S.
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de cáncer de mama pertenecientes a un grupo de 34 familias seleccionadas por padecer cáncer de mama. Dicho artículo destaca los datos del árbol genealógico que sugieren que los familiares seleccionados con propensión al cáncer de mama podrían presentar factores familiares que resultan etiológicamente relevantes a las malignidades no mamarias y que, de hecho, “...están asociadas con agrupaciones familiares de cáncer de mama en diferentes árboles genealógicos, lo que... implica el cáncer de mama, de colon, de endometrio, de estómago, de ovario y la categoría de conglomerados celulares de sarcoma, leucemia, y tumores cerebrales” 117. LA HISTORIA DEL SÍNDROME DE CÁNCER DE MAMA-OVARIO HEREDITARIOS (CMOH) En 1971, Lynch y Krush 124 describieron 3 familias caracterizadas por carcinoma de mama y ovario. Lynch 125 había informado que el cáncer de mama podría estar bajo el control de diversos genotipos diferentes, lo que daría lugar a la asociación de otras variedades de cáncer histológicamente verificadas, incluyendo el carcinoma de ovario 124. En su artículo de 1971, Lynch y Krush concluyeron que, “...probablemente por primera vez, se ha documentado una posible asociación etiológicagenética entre los carcinomas de mama y ovario. Los hallazgos en cada familia resultan congruentes con un modo de herencia autosómica dominante, a pesar de que será necesario realizar estudios adicionales que incluyan a un gran número de familias con carcinoma de mama y de ovario para poder discernir el modo de herencia” 124. BRCA1/2 La comprensión de la etiología genética del cáncer de mama dio pasos de gigante en 1990 cuando Hall y asociados 126 identificaron el ligamiento del cáncer de mama de inicio precoz, con un punto específico del cromosoma 17q. Poco después Narod y colaboradores 127 mostraron el vínculo con este mismo locus (17q12-q23) junto al síndrome de cáncer de mama-ovario hereditario (CMOH). El gen, ahora conocido como BRCA1 ha sido clonado 128. Posteriormente, un segundo gen relacionado con el cáncer de mama, BRCA2, apareció vinculado al cromosoma 13q 129 y ha sido identificado 130. Estos hechos tan importantes han contribuido considerablemente a nuestra comprensión del cáncer de mama hereditario. Historia de la mastectomía y la ooforectomía bilaterales profilácticas en CMOH La mastectomía profiláctica (MP) y ooforectomía profiláctica bilateral (OPB) en pacientes con riesgo inusualmente alto de CMOH, fueron recomendadas inicialmente por Lynch y colaboradores a principios de los setenta 117,120,124,131-134. La mastectomía profiláctica contralateral en mujeres de alto riesgo con cáncer de mama ipsilateral, fue considerada una opción lógica, dado el enorme riesgo de bilateralidad en dichos casos hereditarios 135. Esto fue planteado dada la preocupación de que las mujeres con un riesgo de cáncer de mama-ovario familiar inusualmente alto, requieren medidas especiales de control del cáncer. Antes de la clonación de BRCA1/2, MP fue sugerida como opción para los miembros de familias con tendencia a padecer cáncer de mama, en donde
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el riesgo para los familiares de primer grado del probando “...es cercano al 50%, coherente con un factor de herencia autosómico dominante” 133. Las pacientes candidatas para la opción MP incluyeron a aquellas que no siguieron la recomendación de someterse a screening, a menudo por su temor a que se encontrara un cáncer de mama 131. Un familiar que desarrolla una fobia invalidante al cáncer derivada de su conocimiento de la existencia de esta enfermedad en su familia, puede expresar un fuerte deseo de que se extirpe el tejido mamario que ella correctamente considera como de alta propensión al cáncer. Fueron también incluidas mujeres de alto riesgo de cáncer hereditario quienes presentaron enfermedad mamaria fibroquística severa (o los hallazgos patológicos más desfavorable de hiperplasia atípica). Dichos hallazgos hacen difícil para ellas y sus médicos el determinar cuáles masas palpables resultan significativas 133. Incluso en aquellos “primeros días”, se recomendaba la consulta con un geneticista médico y el consejo genético, a la hora de ponderar factores genéticos de riesgo importantes para plantearse una cirugía profiláctica 131,134. La mastectomía profiláctica a menudo se ha considerado un tema polémico, planteándose preguntas como, “¿dará resultados? ¿lo aceptarán las pacientes? ¿lo recomendarán los especialistas? ¿acaso las aseguradoras médicas cubrirán el coste de la intervención? ¿reducirá esto eficazmente la morbimortalidad de cáncer de mama-ovario? ¿nos preocupa la MP desde el punto de vista médico-quirúrgico al ser particularmente radical?” de manera que hay reticencia en algunas pacientes portadoras de mutaciones de líneas germinales de genes BRCA1/2 con un enorme riesgo de padecer cáncer de mama a lo largo de su vida (riesgo del orden de un 70-85%), o incluso ¿puede haber reticencias al recomendar la mastectomía profiláctica por parte de algunos de los médicos que tratan a dichas pacientes? Estudios recientes sobre la mastectomía profiláctica Hartmann y colaboradores 136 utilizaron criterios de “alto riesgo”, tales como el número de familiares de primer y segundo grado afectados por cáncer de mama a la hora de plantearse la opción para la realización de una MP. Dichos autores encontraron que la MP era efectiva en aquellas mujeres de alto riesgo en quienes después de la MP se constató una reducción de un 90% del riesgo de padecer cáncer de mama, con una reducción significativa de la mortalidad. Siete casos de cáncer de mama se presentaron en dicho de estudio después de una mastectomía bilateral subcutánea; no se registraron casos de cáncer de mama después de una mastectomía total 136. Por ejemplo, el cáncer de mama no se desarrolló en ninguna de las mujeres con una mutación del gen BRCA1 o BRCA2 confirmada después de un seguimiento medio de 16 años 137. Por lo tanto, la MP parece reducir el riesgo a largo plazo de cáncer de mama en aquellas mujeres con mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2. Un estudio prospectivo de MeijersHeijboer y colaboradores 138 también planteó el beneficio significativo de MP entre portadoras de mutaciones de los genes BRCA1/2.
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Ooforectomía profiláctica bilateral (OPB) en portadoras de la mutación del gen BRCA1 Estudios recientes 139,140 han ofrecido hallazgos prospectivos acerca de los efectos para reducir los riesgos de cáncer de mama y de ovario en pacientes portadoras de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, y quienes se sometieron a una salpingo-ooforectomía profiláctica. Rebbeck y colaboradores 141 estudiaron una cohorte de mujeres con mutaciones en BRCA1 quienes se sometieron a una OPB para comprobar la hipótesis de que una disminución en el nivel de hormonas de ovario después de una OPB, puede afectar el riesgo de cáncer de mama en portadoras de mutaciones en BRCA1. Este estudio demostró una reducción estadísticamente significativa en el riesgo de padecer cáncer de mama después de una OPB, y una reducción aún mayor en mujeres quienes se sometieron a vigilancia durante 5-10 años, o por lo menos durante 10 años después de la cirugía. La OPB también ofrecía una reducción potencial del riesgo de padecer cáncer de ovario. La terapia de sustitución hormonal no invalidó la reducción del riesgo de padecer cáncer de mama después de una OPB. Dichos autores concluyeron que una OPB, “...está asociada con una reducción en el riesgo de padecer cáncer de mama en mujeres portadoras de mutaciones en BRCA1. El mecanismo más factible es la reducción de la exposición a las hormonas del ovario”. El beneficio significativo de una OPB fue precisado recientemente por Rebbeck y colaboradores 140 en un estudio internacional prospectivo que evaluó un total de 551 mujeres con mutaciones en la línea germinal de BRCA1 o BRCA2 identificadas en los registros. De dichas mujeres 259 habían sido sometidas a una OPB y 292 mujeres constituyeron el grupo de controles emparejados y dichas mujeres no habían sido sometidas a OBP. Los investigadores concluyeron que la OPB reduce el riesgo de padecer cáncer de ovario y cáncer de mama en aquellas mujeres con mutaciones en la línea germinal de BRCA1 o BRCA2. La reducción más significativa en cáncer de mama fue en mujeres sometidas a OPB antes de cumplir los 40. Estimamos que dichos hallazgos 136-138,140,141 indican que las aseguradoras deberían sufragar los gastos no sólo de la vigilancia, sino también de las MP y OPB en mujeres con un alto riesgo de padecer cáncer de mama, incluyendo a todas aquellas que son portadoras de las mutaciones en la línea germinal de BRCA1 / BRCA2.



SÍNDROMES ADICIONALES HEREDITARIOS CON PROPENSIÓN AL CÁNCER MELANOMA MALIGNO HEREDITARIO Y SU RELACIÓN CON EL CÁNCER DE PÁNCREAS En 1820 Norris 142, redactó el primer informe sobre la posible existencia de un componente hereditario en un melanoma maligno, al describir el caso extraordinario de una familia con múltiples
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melanomas malignos. Lo que resulta de especial interés es que tanto el paciente como sus hijos presentaban numerosos lunares cutáneos. Esto llevó a Norris a concluir que, “Estos hechos, junto con otro caso semejante del cual tengo conocimiento, me hacen creer que se trata de una enfermedad hereditaria”. En 1968, Lynch y Krush 143 describieron un varón de 26 años quien presentaba, a su vez, un fenotipo cutáneo semejante al descrito por Norris 142, con muchos nevus displásicos y múltiples melanomas malignos primarios. Lynch y colaboradores realizaron un seguimiento de dicha familia y, junto con otras familias semejantes, publicaron en 1978 este hallazgo como el síndrome de melanoma y nevus múltiple atípico familiar (MNMAF) 144. El trastorno fue identificado simultáneamente por el dermatólogo Wallace Clark ese mismo año. Clark y sus colaboradores lo denominaron el síndrome de nevus BK 145. Observaciones clínicas posteriores demostraron que los melanomas se agruparon en familias en consonancia con un patrón hereditario autosómico dominante 143-147. El melanoma maligno muestra una sólida correlación con el carcinoma de páncreas, asociado con mutaciones en la línea germinal de CDKN2A (p16) en el caso del síndrome de MNMAF 148-153. En 2002, Lynch y colaboradores 148 lo describieron como el síndrome de cáncer de páncreas MNMAF (MNMAF-PC). NEOPLASIA ENDOCRINA MÚLTIPLE TIPO 2 (MEN-2) La historia de MEN-2 es de extraordinaria importancia, ya que muestra claramente cómo la evolución de la identificación por el patólogo clínico de este trastorno con herencia autosómica dominante, después de relacionar el cáncer medular de las tiroides y el feocromocitoma en 1961 154, continuó desarrollándose hasta que se encontró que las células C parafoliculares eran responsables de la hormona calcitonina, recientemente descubierta 155. Cote y Gagel 156 ofrecen información excelente, con razón denominada “lecciones aprendidas” a partir de este trastorno, haciendo un énfasis particular en su identificación clínica, incluyendo la presencia de carcinoma medular de las tiroides, presencia de feocromocitoma y hiperparatiroidismo, señalando el descubrimiento del papel de la calcitonina y cómo se utilizó inicialmente como herramienta de detección y finalmente cómo la presencia o ausencia de una mutación en la línea germinal del gen RET 157 se ha estado utilizando para el screening de pacientes de alto riesgo. Aquellos sujetos que presentan la mutación deberán ser sometidos a una tiroidectomía profiláctica a una edad temprana para poder beneficiarse y salvar sus vidas. Dichos autores destacan que el consenso sobre la recomendación de realizar una tiroidectomía profiláctica en aquellos sujetos que presentan mutación en la línea germinal en el gen RET, fue un consenso acordado en la reunión internacional sobre Neoplasia Endocrina Múltiple celebrada en Gubbio, Italia, en 1999.
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Es de interés histórico saber que durante un periodo de aproximadamente tres décadas, los niveles de calcitonina sérica fueron utilizados para identificar a los miembros de las familias con carcinoma medular de tiroides pero sin síntomas clínicos identificables, quienes presentaban hiperplasia de células C, un conocido precursor de carcinoma medular de tiroides 158 (citado por Cote y Gagel). Esto ha validado la medición de los niveles de calcitonina para identificar precozmente anomalías en las células C, como hiperplasia o carcinoma microscópico medular de las tiroides 159 (citado por Cote y Gagel) y, por lo tanto, la utilidad de una tiroidectomía profiláctica 160 (citado por Cote y Gagel). Este planteamiento diagnóstico en la MEN-2, en la actualidad ha sido reemplazado por el estudio del proto-oncogen RET 161,162 (citado por Cote y Gagel), un receptor de tirosina cinasa, conocido por ser fundamental para la diferenciación de tejidos de la cresta neural, especialmente las células C tiroideas, la medula adrenal, y determinados componentes del sistema nervioso en pacientes con un alto riesgo de padecer MEN-2. ENFERMEDAD DE VON HIPPEL-LINDAU (VHL) La enfermedad VHL es un trastorno neurocutáneo clasificado como una facomatosis hereditaria con herencia autosómico dominante. Diversos órganos están involucrados, incluyendo angiomatosis retiniana, hemanogioblastomas del sistema nervioso central, incluyendo el tumor de Lindau (hemangioblastoma quístico de cerebelo); las quistes renales y carcinoma de células renales (CCR); quistes pancreáticos; feocromocitoma; y cistadenoma de epidídimo 163. Su penetrancia es de 80-90% y existe una retrasada expresividad variable. Los síntomas comienzan en la segunda y tercera década de vida. VHL ha sido dividida en las siguientes clasificaciones: Tipo 1, sin feocromocitoma; Tipo 2A, con feocromocitoma pero sin CCR; Tipo 2B, con feocromocitoma y CCR; y Tipo C, con feocromocitoma aislado en ausencia de hemangioblastoma o CCR 164. Maher y colaboradores 165 han examinado la historia de VHL y han observado que Collins 166 describió los signos retinianos del síndrome en 1894, von Hippel 167 describió signos retinianos 1904, y Lindau 168 también describió angiomatosis retiniano en 1926. Cushing y Bailey en 1928 169 señalaron que Lindau 170 fue principalmente quien demostró la relación entre los angiomas retinianos y los tumores del sistema nervioso central. El término síndrome von Hippel-Lindau fue introducido por Melmon y Rosen en 1964 171. A finales de los ochenta, Seizinger y colaboradores 172,173 utilizaron el análisis de ligamiento para encontrar el locus de susceptibilidad a VHL localizado sobre el cromosoma 3, lo que fue confirmado por varios estudios. Posteriormente, Seizinger y colaboradores 174 registraron su ubicación en 3p26p25, y la localización del gen fue precisada por Richards y colaboradores 175, 176.
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A lo largo de nuestro examen histórico de todo tipo de cánceres hereditarios, hemos mencionado la necesidad de documentar, con el mayor grado de detalle, todos los posibles cánceres presentados en todos los lugares anatómicos. La enfermedad von Hippel-Lindau es un buen ejemplo de una mutación autosómica dominante (VHL) que puede mostrar una marcada variabilidad de expresión del fenotipo del cáncer en algunos pacientes/familias. Por ejemplo, Lynch y colaboradores 177, describieron un joven paciente con una sólida historia familiar de VHL y que encaja en este paradigma de un espectro de tumor extensivo. A los 28 años, se sometió a una craneotomía con la extirpación de un hemangioblastoma quístico de cerebelo y a los 48 años desarrolló siringomielia de la medula espinal y quedó tetraplégico. Continuó empeorando y en la autopsia se identificó un hemangioblastoma del cerebelo y de médula espinal, además de un carcinoma izquierdo de células renales, carcinoma microcítico de pulmón, carcinoma hepatocelular, y adenoma atípico de las tiroides. Este espectro tumoral parece ser específico de la enfermedad VHL. Debe constatarse que estos hallazgos podrían representar una expresión del genotipo perjudicial evidenciado como resultado de la prolongada supervivencia del paciente a partir de su hemangioblastoma de cerebelo inicial (falleció a los 61 años de edad). Jennings y colaboradores 178 han demostrado el valor de los estudios familiares en la enfermedad de von Hippel-Lindau, al identificar adenocarcinoma renal presintomático en cinco sujetos jóvenes, quienes fueron tratados mediante nefrectomía bilateral y hemodialisis. Tres de dichos pacientes sobrevivieron mucho tiempo después de los trasplantes renales. Se detectó cáncer de páncreas en cinco miembros de la misma familia. En 1991, Neumann y Wiestler 179 describieron la impactante tendencia a la agrupación familiar de rasgos específicos de dicho síndrome, lo que les llevó a sugerir que el locus de la VHL es complejo. Con un mayor conocimiento sobre el gen, en 1997, Prowse y colaboradores 180 asociaron diferencias interfamiliares en el riesgo de feocromocitoma a la heterogeneidad alélica. Han continuado los estudios sobre la relación entre diferentes tipos de mutaciones y la expresión fenotípica de la enfermedad en una familia determinada. Para mayor información sobre estos estudios, consultar OMIM 164. La VHL es la causa más frecuente del carcinoma de células renales familiar, y por lo tanto, ofrece un paradigma al demostrar cómo estudios de un síndrome oncológico familiar poco frecuente, pueden producir respuestas y ofrecer conocimientos que se puedan llevar a la medicina clínica con una valiosa información sobre determinados procesos biológicos básicos. Por ejemplo, Maher 165 señala que la identificación del gen de VHL ha ofrecido conocimientos detallados sobre la patogenia de carcinoma de células renales esporádico de células claras, así como datos sobre cómo
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las células detectan el oxígeno y en cuanto al papel de las vías de respuesta a la hipoxia en la tumorogénesis humana. Maher concluye que esta información ofrece un potencial para nuevas intervenciones terapéuticas ante el VHL así como cánceres comunes, incluyendo el carcinoma de células renales. SÍNDROME DE LI-FRAUMENI En 1969 Li y Fraumeni 181 describieron en cuatro familias casos de cáncer de mama asociado con sarcoma de tejido blando, leucemia y linfoma. Posteriormente se demostró que el síndrome de Li-Fraumeni iba asociado con una edad extraordinariamente precoz de aparición del cáncer de mama junto con sarcoma, cáncer de cerebro, de pulmón, leucemia, linfoma y carcinoma cortical adrenal. Se conoce en inglés como el síndrome SBLA (SMLA sarcoma, mama, leucemia y adrenal) 182. Figura 6. Una familia con síndrome Li-Fraumeni (SBLA – SMLA sarcoma, mama, leucemia y adrenal) con 18 sarcomas en 16 miembros de la familia. (Reproducido de nuevo con autorización de Lynch y colaboradores Cancer 2003;98:1947-1957).



Abreviaturas d: fallecido Inf: niño Br: cáncer de mama



CCS: sarcoma de células cilíndricas Csu: lugar del cáncer desconocido EWS: Sarcoma de Ewing Leu: leucemia



Li: cáncer de hígado LMS: leiomiosarcoma MHS: histiosarcoma maligno OGS: sarcoma osteogénico
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Pro: cáncer de próstata RMS: rabdomiosarcoma Sk: cáncer de piel SBLA: sarcoma, mama, leucemia, adrenal
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Respecto a la relación con el sarcoma, una de las familias más propensas al sarcoma registrada en la literatura mundial se remonta a los años sesenta, cuando dicha familia fue descrita por Bottomley y colaboradores 183,184 y por Bottomley y Condit 185. Los datos sobre esta familia fueron actualizados por Lynch y colaboradores en 1990 186. En 1993, Jean Feunteun, Ph.D., de París, Francia, identificó la mutación de línea germinal en p53 encontrada en dicha familia. En nuestra publicación más reciente sobre sarcoma familiar y árboles genealógicos difíciles 187, nuestra actualización de los datos sobre los miembros de dicha familia han detectado (Figura 6) 16 pacientes con sarcoma de diferentes tipos. Dos de los pacientes padecían sarcomas metacrónicos. Por lo tanto, históricamente, vemos la que probablemente haya sido la primera familia que ahora lleva la denominación del síndrome Li-Fraumeni.



RESUMEN El objetivo de esta revisión ha sido mostrar la perspectiva histórica en la evolución de diferentes síndromes de cáncer hereditarios. Ha sido necesario limitar este informe a una pequeña gama de trastornos oncológicos hereditarios, ya que el campo del cáncer hereditario se ha ido ampliando a una increíble velocidad a lo largo de las dos últimas décadas. De hecho, al observar los diagramas de las Figuras 1, 2 y 4, podemos apreciar fácilmente el complejo diagnóstico diferencial de dichas categorías cuando consideramos su heterogeneidad y las correlaciones genéticas moleculares. Confiamos en que el lector pueda apreciar el mensaje principal de este documento, cual es, que la historia constituye una de nuestras principales fuentes de aprendizaje en la medicina. Sin comprender los avances históricos, se cortarían las alas del progreso.
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BASES GENÉTICAS DEL CÁNCER Trinidad Caldés Llopis Laboratorio de Oncología Molecular Hospital Clínico Universitario San Carlos Madrid



INTRODUCCIÓN El cáncer o desarrollo tumoral se caracteriza por un crecimiento excesivo y descontrolado de un grupo de células que invaden y dañan tejidos y órganos. Es una de las causas mas frecuentes de mortalidad ocupando un segundo puesto en los países desarrollados detrás de las enfermedades cardiovasculares o coronarias. La incidencia del cáncer ha aumentado en las últimas décadas; si bien es notorio que en aquellos países donde el control sanitario es mayor ha habido una disminución de los casos de mortalidad, en los últimos años, debido a los grandes avances en los tratamientos terapéuticos y en el diagnóstico precoz. El cáncer es el resultado de dos procesos sucesivos: el aumento de la proliferación de un grupo de células formando un tumor o neoplasia y la posterior adquisición, por parte de estas células de capacidad invasiva permitiéndoles migrar desde su lugar de origen a otros tejidos u órganos, proceso conocido como metástasis. Para entender o estudiar la carcinogénesis hay que tener en cuenta su alta complejidad, la cual se refleja en la gran heterogeneidad y variabilidad morfológica y pronóstica de los tumores y el gran número de alteraciones moleculares oncogénicas descritas. Éstas seguirán aumentando conforme se avance en el conocimiento de nuevas moléculas o nuevas funciones de moléculas ya conocidas, cuya activación o inactivación puedan afectar a los procesos de proliferación y diferenciación celular, ya sea a nivel del ciclo celular, a nivel de apoptosis etc.1. El cáncer se considera una enfermedad genética esporádica, excepcionalmente hereditaria. El proceso de formación de un tumor consiste en la acumulación de múltiples alteraciones en el
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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 expresión de genes. Las alteraciones a nivel de secuencia pueden ser deleciones de regiones cromosómicas, que implican pérdida de genes que pueden estar relacionados con la regulación negativa del ciclo celular, como es el caso de los genes supresores de tumores; mutaciones génicas que pueden activar o inactivar distintas proteínas; amplificaciones génicas que conllevan la sobreexpresión de genes específicos; e incluso, pérdidas y ganancias de cromosomas enteros. En cuanto a alteraciones epigenéticas nos encontramos con el silenciamiento de genes causado por hipermetilación de las islas CpG localizadas en sus promotores, como es caso de p16INK4a, el gen MLH1 o el gen BRCA1. Cuando estas alteraciones se encuentran en las células de la línea germinal se transmiten a la descendencia. Este es el caso del cáncer de mama, patología en la que aproximadamente un 5-10% de los afectados son consecuencia de la herencia por vía germinal de mutaciones en los genes BRCA12 y BRCA23. También en este grupo encontramos alteraciones genéticas que transmiten una predisposición a desarrollar un tipo o varios tipos de tumores, como es el caso de la ataxia telangiectasia, cuya mutación afecta al gen ATM3 que esta implicado en los procesos de reparación del ADN, y sus pacientes desarrollan linfomas de tipo no Hodgkin, leucemias linfocíticas agudas, carcinoma de estómago y, además, poseen una alta predisposición para el cáncer de mama. Estas alteraciones genéticas en el cáncer hereditario pueden afectar a genes supresores y a genes de reparación del ADN. Ejemplos de mutaciones en genes reparadores del ADN aparecen en algunos casos como el cáncer colorrectal hereditario de tipo no polipósico (HNPCC)4 con mutaciones fundamentalmente en los genes MSH2 y MLH1. En cuanto a mutaciones en genes supresores de tumores encontramos un tipo de cáncer muy conocido: es el retinoblastoma, donde el gen alterado es el gen supresor de tumores Rb; la poliposis familiar adenomatosa, donde el gen afectado es APC 5; el tumor de Wilms, con el gen Wt1 mutado; las neurofibromatosis de tipo 1 y 2 con alteraciones en los genes NF1 y NF2. Las causas del cáncer residen en: a) fallos endógenos en procesos celulares y b) agentes externos que pueden alterar nuestros genes. Estos agentes externos se pueden dividir en tres grupos: agentes químicos, algunos naturales, pero la mayoría producidos por la actividad industrial que causan entre un 80-90% de los casos; agentes físicos 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 cánceres (tales como HPV-16, HPV-18 y otros). Hay muy pocos casos de tumores que posean alteraciones constantes, solamente en algunos procesos linfoproliferativos y algunas leucemias que tienen translocaciones características, como es el caso de los linfomas foliculares con la translocación t(14;18), linfomas del manto t(11;14),
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leucemia mieloide crónica t(9;22) etc. Los distintos procesos moleculares (Figura 1) que se asocian con la formación y progresión tumoral son : a) Activación de oncogenes. b) Inactivación de genes supresores. c) Alteración en los genes de reparación del ADN. d) Alteración de genes relacionados con la apoptosis. e) otros mecanismos tales como la activación de telomerasa, de genes interruptores, reparación de la oxidación mediada por radicales libres procedentes del metabolismo celular, reacciones de depurinación, de desaminación, etc. f) Inestabilidad genética (microsatélites y cromosómica).



Figura 1. Carcinogénesis humana



* Activación de oncogenes * Inactividad de genes supresores * Alteración de los mecanismos de reparación * Reactivación de * Inhibición de apoptosis Telomerasa * Metilación del ADN



* Angiogénesis y metástasis



ONCOGENES Son las formas mutadas de los proto-oncogenes, que son genes que intervienen en las rutas de proliferación celular, y originan proteínas con funciones anómalas que estimulan el crecimiento y alteran la morfología produciendo la transformación celular. Los primeros oncogenes descubiertos eran virales, pero los virus sólo son responsables de un porcentaje muy pequeño de los procesos tumorales. Se pueden clasificar según su mecanismo de acción y en función de la ruta bioquímica en la que se encuentran. Así, tenemos oncogenes que codifican factores de crecimiento, receptores tirosina-quinasa, receptores sin actividad tirosina-quinasa, proteínas que intervienen en las vías de señalización de determinadas señales mitógenas y proteínas nucleares que regulan los procesos de
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transcripción. De entre los muchos oncogenes conocidos, sólo algunos más relevantes serán comentados. Sis El oncogén sis, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), es un regulador que tiene un papel crítico en los procesos de migración y proliferación de células del mesénquima. Se ha visto que induce quimiotasis y reorganización de actina protegiendo a las células de la muerte por apoptosis. Posee otras funciones muy importantes como el desarrollo del riñón, cerebro, sistema cardiovascular y pulmonar durante la embriogénesis. Se expresa de forma anómala en otras enfermedades además del cáncer como arteriosclerosis y enfermedades fibroproliferativas. Este factor contribuye al cáncer mediante mecanismos autocrinos y paracrinos a través de los tejidos circundantes o de otras células presentes en tumores como macrófagos y células endoteliales, además de estar implicado en angiogénesis y en las interacciones entre tumor y estroma. En la mayoría de los tumores de cerebro PDGF ejerce una acción autocrina atribuible a la coexpresión de sus factores (A, B, C y D) y receptores (α y β). Hay otros factores de crecimiento que también son oncogénicos, como EGF, TGF. erbB Los oncogenes erbB codifican para receptores tirosina-quinasa de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF). Particularmente los receptores erbB2 y erbB3 están implicados en el desarrollo de cánceres humanos. En un 25-30% de los tumores de mama hay una sobreexpresión y activación constitutiva del receptor erbB2 y se asocia con procesos de metástasis en ganglios linfáticos correlacionando, por tanto, con mal pronóstico. erbB3 también se expresa en tumores humanos en donde hay sobreexpresión de erbB2 como mama, vejiga y otros. Recientemente, se ha demostrado que la sobreexpresión independiente de cada uno no promueve transformación celular, pero el heterodímero erbB2/erbB3 es el que posee funciones oncogénicas6. Se han descrito muchos más oncogenes que son homólogos de receptores con actividad tirosinaquinasa, como el oncogén fms, receptor para el factor estimulante de la formación de colonias de macrófagos (CSF-1); c-kit, el receptor y su ligando; el factor de crecimiento de células hematopoyéticas o stem cell factor cuya expresión está aumentada en distintos tumores como leucemia mieloide aguda, mastocitosis, seminomas, tumores gastrointestinales y carcinomas de ovario y útero; c-ret, que codifica uno de los componentes del receptor para el factor neurotrófico derivado de la glía o GDNF y se encuentra activado en las neoplasias múltiples endocrinas, carcinomas medulares familiares de tiroides (FMTC) y carcinomas papilares esporádicos de tiroides (PTC).
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Ras Entre los oncogenes que codifican proteínas citoplasmáticas que traducen señales mitogénicas encontramos la superfamilia Ras. Esta superfamilia codifica para un grupo de proteínas monoméricas de bajo peso molecular con actividad GTPasa. En humanos hay más de cien miembros y se pueden clasificar en seis subfamilias Ras, Rho, Arf, Rab, Ran, y Rad e intervienen en procesos de transmisión de señales en los procesos de control del ciclo celular y apoptosis, regulación de citoesqueleto y transporte membranal. Las proteínas Ras unen GTP (estado activo, normalmente asociadas a membrana e interacciona con sus moléculas efectoras) o GDP (estado inactivo) Figura 2. Vía de activación de Ras y poseen actividad intrínseca de GTP hidrolasa y una mayor afinidad por GTP. Este ciclo es regulado por activadores (GAPs) que aumentan la hidrólisis 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 regulados por inhibidores de la disociación de GDP (GDIs). Familia Ras: Incluyen tres variantes H-ras, K-ras y N-ras7 que codifican para proteínas de 21 kDa. Su implicación en cáncer es incuestionable. Se han encontrado mutaciones activadoras de Ras en un 70% de las neoplasias humanas: entre ellas mutaciones de K-ras en tumores pancreáticos (90%), en cáncer de pulmón (33%) y (44%); mutaciones de H-ras en vejiga (10%) y riñón (10%); y mutaciones en N-ras en leucemias (30%), hígado (30%) y melanoma (13%); y casos de sobreexpresión en distintos tumores, como vejiga. Las proteínas actúan como transductores de señales de diferentes mitógenos, factores de diferenciación y estímulos externos como cambios osmóticos y radiaciones UV, interaccionando finalmente con un gran número de efectores (entre ellos quinasas) de distintas rutas que influyen en el crecimiento celular y en procesos de proliferación y diferenciación celular y apoptosis (Figura 1). Hay tres efectores principales de Ras: Raf quinasa, RAL-GEFs y PI 3-quinasa. Raf es una serina treonina-quinasa que al interaccionar con Ras sufre un cambio conformacional y se ancla a la membrana plasmática. Raf activado activa una serie de quinasas en cascada que modulan la actividad de factores tanto nucleares como citoplasmáticos. Finalmente, las señales se transmiten al núcleo alterando la transcripción de genes implicados en proliferación y diferenciación. Una de las quinasas implicadas es ERK1
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y 2 que inducen la expresión de c-fos (un factor de transcripción que modula la expresión de otros genes) a través de la fosforilación del complejo TCF, y la expresión de dos inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p21WAF1 y p16INKa. Ras induce apoptosis, movilidad celular, además de reorganización del citoesqueleto. Ral-GTP activa fosfolipasa D que produce hidrolizados de fosfotidilcolinas que actúan como activadores de proteínas rho. También interacciona con cdc42 y RACGAP. Rho, Rac y cdc42 tienen un papel importante en el remodelado del citoesqueleto y activan otra serie de quinasas que regulan la actividad de distintos factores de transcripción que determinan la expresión de determinadas proteínas como, por ejemplo, es el caso de Rho que reprime la expresión de p21WAF1. El tercer efector, PI 3-quinasa, genera PI (3,4,5) trifosfato que ya actúa como un segundo mensajero de otras rutas de señalización como AKT que inactiva un factor pro-apoptótico Bad. Otros efectores son AF6, proteín-quinasa C-zeta y Nore1. Rho Familia Rho: Su implicación en cáncer es bastante reciente. Sus mutaciones son muy raras pero su sobreexpresión es bastante común. RhoA se sobreexpresa en carcinomas de cuello, cabeza, pulmón, colon y mama. La sobreexpresión de RhoC se ha encontrado en carcinoma de mama y páncreas. Otros miembros de esta familia también están sobreexpresados en cáncer de mama como Rac1 y cdc42. Una desregulación de la activación de los miembros de esta familia puede contribuir a la progresión del cáncer. Algunos rhoGEF poseen propiedades transformantes y otros actúan como supresores de tumores, como es el caso p190 rho GAP. Jun y 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 (Finkel-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-1 y fra-2. Las proteínas poseen homologías estructurales8. Tienen dos dominios: uno responsable de activar la transcripción, y otro de unión al ADN que contiene una región rica en leucinas que forma una cremallera necesaria para la dimerización. La actividad biológica de c-jun está regulada por fosforilación 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 II (CSII) que la inhibe y PKC que la activa. La expresión c-fos está regulada transcripcionalmente por el elemento de respuesta al suero (SRE) al que se unen los factores de transcripción ELK-1, que se activa por ERK1 (vía) y JNK (vía de estrés celular), y por el factor SRF (serum response factor) activado por ERK-1 y 2, AMPc y calcio. La actividad biológica de c-jun reside en procesos de proliferación celular, tumorigénesis, apoptosis y morfogénesis embrionaria.
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v-erbA El oncogén nuclear v-erbA causa eritroleucemias y sarcomas en aves y hepatocarcinomas en ratones transgénicos. No posee gran actividad transformante por sí solo, pero potencia la actividad oncogénica de v-erbB. Es una forma mutada de un receptor nuclear de alta afinidad de las hormonas tiroideas TRα1/c-erbA, que actúa como represor constitutivo de los genes regulados por T3. En los últimos años se han descrito numerosas alteraciones, como mutaciones y expresión anómala en los genes de los receptores de las hormonas tiroideas9. En cáncer de mama, se ha considerado al receptor de hormonas tiroideas como marcador e incluso como diana terapéutica tanto a los receptores de estrógenos como a los de progesterona. Algunos autores han descrito casos de hipermetilación del promotor con su consecuente reducida expresión de transcritos de TRβ1, y sugieren que este proceso ocurre en los primeros estadios del tumor. También se han descrito alteraciones a nivel del ARNm de TRα1 y TRβ1, además de la aparición de transcritos anormales de TRα1. En otros cánceres, como el de hígado, hay una mayor expresión de TRβ1, formas truncadas de α1 y β2; mutaciones puntuales, todas estas proteínas mutantes son dominantes negativos de la actividad normal de la forma silvestre. En cáncer de tiroides los niveles de ARNm TRβ2 son menores mientras que los niveles de las proteínas son mayores, aunque la mayoría son formas mutantes. En otros cánceres, como colon, hay una reducción o pérdida total del ARNm de TRβ pero no deleción a nivel de ADN. Varios estudios han propuesto que estos genes pueden funcionar como genes supresores de tumores, ya que las formas mutantes pueden alterar otras rutas de señalización de control celular como en la expresión de ciclina D1, interacción con p53, etc. myc El oncogén c-myc, que codifica para un factor de transcripción, pertenece a la familia de los genes myc que incluye su homólogo v-myc, N-myc y L-myc. En un gran número de cánceres humanos se ha visto una expresión anormal asociada a tumores poco diferenciados y muy agresivos. c-myc se expresa durante la embriogénesis y en tejidos con alta capacidad proliferativa. Su actividad está controlada por distintos agentes externos como factores de crecimiento, mitógenos y β-catenina, que lo activan, o factores como TGFβ que lo inhibe. Su actividad es debida a que activa o reprime genes implicados en ciclo celular. c-myc aumenta la expresión de CCND2 (ciclina D2) y CDK4 (quinasa dependiente de ciclina 4), las cuales son secuestradas por el inhibidor de quinasa p27KIP1 degradable por Cul-1 y CKS, también dianas de myc. De este modo evita la unión de p27KIP1 al complejo cdk2-ciclinaE y éste fosforila retinoblastoma (Rb) y se liberan los factores de transcripción E2F. También c-myc reprime los inhibidores de ciclinas p15 y p21 a través de la interacción de los heterodímero myc-max con otros factores de transcripción MIZ-1 y SP1. También myc es importante en procesos de diferenciación y apoptosis. La activación oncogénica de c-myc causa aumento de la proliferación, pero la transformación celular requiere otras lesiones oncogénicas. Los tres genes c-myc, N-myc y L-myc son frecuentemente sobreexpresados en una gran variedad



71



L I B R O D E C Á N C E R H E R E D I TA R I O



de tumores10. A veces se sobreexpresan por amplificación, como en los neuroblastomas, carcinomas microcíticos de pulmón, carcinomas de mama, estomago, pulmón y colon, o por translocaciones, como ocurre en el 100% de los linfomas de Burkitt.



GENES SUPRESORES DE TUMORES La pérdida de función de los genes supresores de tumores es crucial para la transformación celular. Estos genes controlan la proliferación celular principalmente a nivel de ciclo celular. Entre ellos encontramos genes tan importantes como Rb, p53, p16, APC, BRCA1 y 2, de los que vamos a hablar en este capítulo. 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 años de edad. Su origen puede ser hereditario o esporádico. Los pacientes con origen hereditario han heredado una mutación por línea germinal, preexistente en algún progenitor o que aparece durante la gametogénesis. Esta mutación les hace más susceptibles a contraer la enfermedad, tras adquirir una segunda mutación por vía somática. Además, dichos pacientes una vez curados del tumor primario tiene mayor susceptibilidad para contraer un segundo tumor que suele ser osteosarcoma. La enfermedad de aparición esporádica es menos frecuente y de aparición más tardía, ya que se requiere la acumulación de dos mutaciones por vía somática. El gen que confiere la susceptibilidad a contraer esta enfermedad fue localizado en la banda q14 del brazo largo del cromosoma 13 y presenta un carácter recesivo. El producto de expresión de este gen es una proteína de 105 kDa de peso molecular que se conoce con las siglas Rb11. La ausencia total de dicha proteína o la presencia de una proteína mutada sin actividad biológica provoca la aparición de retinoblastoma pero, además, está implicada en muchos procesos no retinianos como en los tumores microcíticos de pulmón, carcinoma de mama, vejiga y próstata. Rb inhibe la proliferación celular. El mecanismo por el cuál ejerce su función consiste en reprimir los genes que se requieren para la síntesis del ADN a través de su interacción con los factores de transcripción E2F. La inactivación de Rb es necesaria para la proliferación celular. Hay cuatro mecanismos de inactivación: 1) inactivación genética; 2) oncoproteínas virales como el antígeno T del SV40, E1A de adenovirus y E7 de papiloma virus secuestran el Rb impidiendo su función; 3) inactivación por fosforilación por proteínas quinasa dependientes de ciclinas durante el ciclo celular y una vez fosforilado impide la asociación con E2F; 4) degradación por caspasas en respuesta a estímulos apoptóticos 12. La sobreexpresión de Rb produce paro en fase G1 en ciclo celular lo que indica que actúa como inhibidor de proliferación. Además de su papel en ciclo celular está implicado en la regulación de otros procesos celulares como replicación de ADN, diferenciación y apoptosis (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo celular y alteraciones que afectan a genes supresores detectadas con mayor frecuencia en cáncer



* p53 Expresión anormal de la proteína Alteraciones en el gen * Retinoblastoma (RB) Falta de expresión de la proteína * p16 Falta de expresión de la proteína Alteraciones en el gen * APC Alteraciones en el gen



p53 Es otro gen supresor de tumores muy importante, ya que está mutado en más de la mitad de los tumores humanos. Se considera como el guardián del genoma. Las mutaciones de p53 en cada tipo de cáncer son diferentes, pueden ser deleciones totales o parciales o mutaciones puntuales. Las formas mutantes de p53 se sobreexpresan en las células tumorales, pero son inactivas. La proteína p53 es un factor de transcripción que controla la expresión de genes cuyos productos median parada del ciclo celular o inducción de apoptosis13. La activación de p53 normal se produce como consecuencia del daño en el ADN celular, que puede ser producido por radiaciones ultravioletas e ionizantes, hipoxia, estrés oxidativo o por tratamiento con agentes modificadores del ADN. Cuando el daño del ADN es detectado se acumula p53, que activa diferentes genes como p21cip/waf1 que inhibe la actividad de los complejos ciclina-CDK ciclinaD-cdk4/cdk6, ciclinaE-cdk2, y ciclinaB-cdk1 durante la fase G1, así como la actividad de la subunidad PCNA de la ADN polimerasa. Todos ellos, finalmente, producirían una parada del ciclo celular. Hay otros genes diana de p53 que tienen otras funciones que no están implicadas en ciclo celular, como es el gen de la trombospondina que está implicado en procesos de metástasis y angiogénesis. También p53 media actividades no dependientes de transcripción que pueden afectar al ciclo celular, como la inhibición de la entrada en la fase S por unión al factor de replicación del ADN RPA (replication protein A). Una vez eliminado el daño del ADN el ciclo celular nuevamente se restablece. Si el daño del ADN es excesivo, imposible de reparar, el aumento masivo de p53 estimula una serie de
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señales que pueden actuar por dos importantes vías a nivel de transcripción: vía de los receptores de muerte que activa la cascada de las caspasas, o por la vía mitocondrial alterando el balance de la familia de las proteínas Bcl-2 hacia factores proapoptóticos como Bax14. Pero al mismo tiempo p53 pueden inducir apoptosis por mecanismos independiente de transcripción, como es el caso de la inhibición de la actividad helicasa del factor TFIIH, causando finalmente la muerte celular o apoptosis. Debido a su actividad inhibidora del crecimiento, en condiciones fisiológicas, p53 se mantiene en bajos niveles a través de una rápida degradación que asegura la supervivencia celular. Los niveles de p53 están regulados por mdm2, una E3 ubiquintin ligasa que se une a p53 para su degradación por el proteosoma (Figura 4).



Figura 4. Implicación de p53 en las diferentes vías de señalización



APC El análisis genético de las familias FAP (poliposis adenomatosa familiar) llevó a la identificación del gen APC y estudios posteriores demostraron su interacción con β-catenina, lo que señala su implicación en la vía de señalización de Wnt15. Es una proteína de 312 kDa de peso molecular que forma homodímeros y presenta diversas funciones en procesos de migración y adhesión celular, regulación del ciclo celular e inestabilidad genómica. Su papel como gen supresor de tumores reside en el hecho de que actúa como un regulador negativo de la vía Wnt, ya que controla el nivel
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intracelular de β-catenina. El gen está localizado en el cromosoma 5q y se encuentra mutado en el 85% de los cánceres colorrectales humanos, lo que indica su papel crítico en la carcinogénesis. Además de su función principal, que consiste en formar complejos de degradación de β-catenina junto a axina y el enzima serina-treonín quinasa GSK3‚ que hacen susceptible a β-catenina a la degradación por proteosoma, APC es importante en la regulación del transporte de β-catenina del núcleo al citoplasma para su destrucción. En ausencia de señal de la vía Wnt las células regulan los niveles de β-catenina por la formación de dicho complejo que fosforila β-catenina preparándola para su ubiquitinación y degradación (Figura 5). Figura 5. Vía de señalización de WNT
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Cuando existe un ligando Wnt que activa dicha vía, ocurren una serie de eventos intracelulares que finalmente desestabilizan el complejo β-catenina/APC/GSK3/axina, β-catenina no fosforilada se transloca al núcleo y actúa como coactivador de los factores de transcripción de TCF/LEF (T-cell factor/limphoid enhancing factor) favoreciendo la transcripción de genes que regulan la proliferación celular. Así pues, alteraciones en la vía Wnt afectan a procesos de proliferación y diferenciación celular y, por lo tanto, prueban su implicación en los procesos de carcinogénesis
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humana, sobre todo a nivel colorrectal16. Hay mutaciones inactivantes monoalélicas hereditarias de carácter autosómico dominante en APC en pacientes con FAP que poseen una predisposición al desarrollo de adenomas en colon. Es un típico supresor de tumores, por lo tanto, los dos alelos deben estar afectados. La mayoría de los casos descritos presentan un alelo con mutaciones, que dan lugar a proteínas truncadas, y otro con pérdidas de heterocigosidad u otras mutaciones. BRCA 1 Y 2 Aproximadamente el 10% de todos los casos de cáncer de mama tienen un componente familiar. Numerosos estudios han conseguido identificar las bases moleculares de dicho aspecto con la clonación de los dos genes BRCA 1 y 2 (breast-cancer-susceptibility genes), cuya deleción es responsable de más de un 60% de los casos familiares, y corresponde a un 5% de los todos los casos. Estos genes se caracterizan por tener herencia autosómica dominante, alta penetrancia y baja frecuencia. Mutaciones en BRCA1 o 2 no están solamente asociados con un aumento del riesgo del cáncer, sino que también incrementan la susceptibilidad a cánceres de ovario, próstata, páncreas, y mama en hombres. BRCA1 y BRCA2 tienen secuencias muy diferentes. BRCA1 es una proteína de 1.863 residuos, con un extremo amino-terminal implicado en interacciones proteína-proteína, un dominio C-terminal (BRCT) que contiene 95 aminoácidos que se encuentran en proteínas implicadas en reparación del ADN. Estudios cristalográficos de la estructura de esta proteína muestran que las mutaciones asociadas con tumores en BRCA1 afectarían a la estabilidad o conformación del dominio



Figura 6. Funciones de las proteínas BRCA1 y BRCA2
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BRCT o alterarían el dominio de dimerización. El gen BRCA2 de 3.418 residuos tiene 8 repeticiones de 30-40 residuos (BRC) cuya función es la unión de BRCA2 a la proteína RAD51 que es esencial para los procesos de reparación del ADN y recombinación genética17. Ratones deficientes para cada una de ellas, presentan una mayor sensibilidad a genotoxinas, lo que indica su implicación en las respuestas celulares al daño del ADN. A pesar de que no presentan ninguna similitud en la secuencia, hay muchas evidencias que demuestran que poseen funciones biológicas comunes, tales como la presencia del mismo patrón de expresión y la misma localización celular. De hecho, los niveles de expresión de ambas son más elevados durante la fase S, durante la cual tienen lugar las funciones de reparación del ADN. Su localización y expresión la comparten con la proteína RAD51, proteína con la que interaccionan físicamente formando complejos (Figura 6).



MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL ADN Y CÁNCER MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL ADN El ADN genómico de todos los organismos está constantemente sometido a la acción de agentes exógenos y endógenos que provocan modificaciones en el mismo. Además, algunas vías del metabolismo del ADN, como es el proceso de replicación, también provocan alteraciones en su estructura debido a la introducción de errores durante la síntesis 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 disponen de distintos sistemas de reparación, cuya actuación está encaminada básicamente al mantenimiento de la integridad del ADN. Entre estos sistemas de reparación cabe citar los siguientes: mecanismos de reparación por escisión de bases (Base Escisión Repair o BER), mecanismos de reparación por escisión de nucleótidos (Nucleotide Escision Repair o NER), mecanismos de reparación de errores de replicación (MisMatch Repair System o MMR) y mecanismos de reparación por recombinación. Parece lógico pensar que cualquier alteración en las proteínas que intervienen en el correcto funcionamiento de los sistemas de reparación citados, tendría que conducir a un incremento en la frecuencia de mutaciones en el ADN y, por lo tanto, estaría íntimamente relacionada con el cáncer. Sin embargo, únicamente algunos genes codificantes de proteínas reparadoras del ADN se han encontrado mutados en el cáncer. Entre éstos destacan aquellos que codifican para las proteínas del sistema MMR. SISTEMA MMR Y CÁNCER El correcto funcionamiento del sistema de reparación de errores de replicación, o de apareamientos incorrectos, es crítico para el mantenimiento de la integridad del genoma. Este
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sistema actúa a través de proteínas que, en un primer paso, se encargan de reconocer las distorsiones originadas en la estructura del ADN como consecuencia de la existencia de apareamientos incorrectos de bases. Seguidamente, proceden a la eliminación de la zona de ADN dañada y promueven la nueva síntesis de la misma. Por lo tanto, las alteraciones que afectan a las proteínas del sistema MMR (proteínas “Mut”) conducen a un acúmulo de mutaciones en el ADN18. Este hecho ocasiona lo que ha dado en denominarse “Fenotipo Mutador” (Figura 7). En humanos, las alteraciones en el sistema MMR se detectaron por primera vez en 1993, en tumores de colon, endometrio, ovario y otros órganos relacionados con el Síndrome del Cáncer de colon hereditario sin poliposis (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer o HNPCC). El estudio de estos tumores reveló que sus células tienen un elevado número de mutaciones y presentan, además, 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 están sufriendo mutaciones. Sin embargo, se ha observado que la inestabilidad de microsatélites en células de cánceres humanos se asocia a alteraciones en ciertos genes codificantes para las proteínas que reparan los errores ocurridos durante la replicación del ADN. Son los genes MMR y se ha calculado que estos genes



Figura 7. Mecanismo de reparación de desapareamientos en el ADN
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proporcionan al genoma humano un nivel de protección de 100 a 1.000 veces frente a la aparición de mutaciones durante la replicación del ADN. Además del ya mencionado síndrome HNPCC, el modelo tumorigénico del fenotipo mutador se ha demostrado en otros tipos de cánceres humanos, entre los que cabe destacar el cáncer de colon esporádico. Aproximadamente entre 12-15% de estos últimos cursan por la vía carcinogénica del fenotipo mutador y también en éstos la inestabilidad en microsatélites puede considerarse un indicador de alta tasa de mutación génica. Entre los genes del sistema MMR implicados, hasta la fecha, en el desarrollo de tumores humanos a través de la vía 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 está confirmada, lo cierto es que la presencia de estas alteraciones incrementa la tasa de mutaciones en todo el genoma y, serían responsables del desarrollo tumoral cuando estas alteraciones afectan a secuencias directamente relacionadas con la proliferación celular. Por lo tanto, el proceso puede iniciarse con la mutación de algún gen MMR, lo cual aumentaría enormemente la frecuencia de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores, favoreciéndose la adquisición del fenotipo canceroso. Si bien el mecanismo molecular permanece hoy día sin dilucidar completamente, lo cierto es que estos tumores confieren una menor agresividad y los pacientes afectados presentan un pronóstico claramente más favorable.



APOPTOSIS Y CÁNCER APOPTOSIS El fenómeno de apoptosis implica la activación de un programa de mecanismos específicos que produce finalmente una destrucción regulada de la célula (muerte celular programada). Este proceso ocurre en condiciones fisiológicas normales, como el desarrollo, la embriogénesis, la metamorfosis, el recambio normal de los tejidos, los mecanismos de defensa y el envejecimiento, si bien también está presente en algunas patologías19. La muerte celular apoptótica tiene lugar en dos fases: en la primera o fase de determinación, las células reaccionan ante un estímulo (o ante su ausencia) decidiendo iniciar el proceso de muerte; la segunda o fase de ejecución conlleva la activación de las caspasas y produce en la célula una serie de cambios bioquímicos y morfológicos que la conducen a la muerte. Las células experimentan una pérdida de la adhesión celular y de los contactos intercelulares, cambios en la superficie celular con aparición de protusiones que causan un aumento en la movilidad, una reducción del volumen celular, condensación de la cromatina y ruptura del ADN, y finalmente, la fragmentación de las células dando lugar a los "cuerpos apoptóticos", constituidos por trozos de
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citoplasma rodeados de membrana, que contienen orgánulos intactos y parte del núcleo, que son rápidamente fagocitados y digeridos por macrófagos y otras células vecinas. La técnica más utilizada para el estudio de la apoptosis es el análisis bioquímico 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 múltiplos, que pueden ser observados mediante electroforesis del ADN. PROTEÍNAS IMPLICADAS EN APOPTOSIS La familia de las caspasas implicadas en apoptosis se pueden subdividir en dos grupos: caspasas de iniciación (caspasa-2, -8, -9 y -10), que se encargan de iniciar la cascada de activación 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 destrucción de las células durante la apoptosis y poseen prodominios cortos (o carecen de ellos)12. Además de las caspasas, existe otro grupo de proteínas implicado en la regulación de la entrada de las células en apoptosis: la familia de Bcl-214. Esta familia de proteínas está constituida por miembros que promueven la apoptosis (pro-apoptóticos), como Bax, Bak, Bid, Bad y Bim; y miembros que actúan como represores (anti-apoptóticos), como Bcl-2 y Bcl-Xl. Todos ellos poseen dominios BH (dominios de homologia a Bcl-2), si bien el número de estos dominios varía de unos miembros a otros. Los miembros anti-apoptóticos típicamente poseen 4 dominios BH (BH1-BH4), mientras que los miembros pro-apoptóticos generalmente carecen del dominio BH4. Durante la apoptosis, la membrana externa mitocondrial permite la liberación de ciertos componentes mitocondriales como el citocromo c. Las investigaciones parecen demostrar que tanto los miembros pro-apoptóticos como los anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 están implicados en el control de la permeabilidad de esta membrana mitocondrial. El resultado de la activación de las distintas vías que inducen apoptosis provoca finalmente la proteolisis de sustratos de diversa naturaleza llevada a cabo por las caspasas de ejecución. Entre estos sustratos se encuentra la poli(ADP-ribosa) polimerasa, la subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente de ADN, el componente de 70 kDa de la ribonucleoproteína pequeña U1; reguladores de la progresión del ciclo celular, como la proteína retinoblastoma y las isoformas de la proteína quinasa C; proteínas estructurales, como las láminas de la envoltura nuclear, o del citoesqueleto, como la actina, Gas2, fodrina. Así mismo, en los últimos años se ha descubierto que las caspasas ejercen su acción proteolítica sobre proteínas específicas que participan en la transducción de señales de supervivencia, como son Raf-1 o AKT o la proteína fosfatasa PP2A. Recientemente, ha sido identificada una Dnasa que corta el ADN cromosómico mediante un mecanismo que parece ser dependiente de caspasas (CAD).
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VÍAS DE SUPERVIVENCIA Además de las vías que inducen apoptosis, la célula dispone de mecanismos que promueven la supervivencia celular, a través de las vías de supervivencia. El balance entre ambos tipos de vías determinará el destino final que ha de tomar la célula. La supervivencia celular en la mayoría de los tejidos depende del aporte continuo de señales 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 apoptosis. Sin embargo, el aporte de factores específicos (NGF, PDGF, IGFs) previene la apoptosis en diversos sistemas celulares. Estos factores extracelulares pertenecen en su mayoría a la familia de factores cuyos receptores presentan dominios citoplasmáticos con actividad tirosina-quinasa. La unión del factor a su receptor específico produce la dimerización y autofosforilación del receptor, al que pueden unirse proteínas transductoras, así como la estimulación de la actividad tirosina-quinasa que fosforila numerosas proteínas diana, lo que conduce a cambios a nivel citoplásmico y, finalmente, a cambios a nivel nuclear. Existen dos grandes rutas de señalización a partir de estos receptores: la cascada Raf/MAPK y la cascada PI 3-quinasa/AKT/p70S6 quinasa. Las quinasas activadas por mitógenos (MAPK) son serina/treonina-quinasas que se activan por fosforilación en residuos de treonina y tirosina. Estas MAPKs ejercen su acción por fosforilación de proteínas citosólicas y/o factores de transcripción tras su translocación al núcleo. La ruta de las MAPKs se ha relacionado con los procesos de proliferación y diferenciación celular, así como en el proceso de apoptosis. Pero, además, recientemente, se ha implicado esta ruta en supervivencia celular por fosforilación directa de Bad en un residuo de serina (Ser-112), que parece ser un requisito necesario para la disociación de Bad de Bcl-Xl, permitiendo la protección de apoptosis por Bcl-XL. Por otro lado, la fosfatidil inositol (PI) 3-quinasa, es un complejo heterodimérico que posee actividad lipido-quinasa y actividad serina/treonina-quinasa. Esta proteína es la cabeza de una cascada de transducción de señales implicada en numerosas respuestas biológicas a los receptores tirosina quinasas. Por debajo de la PI 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 están mediados por la fosforilación directa de Bad en un residuo de serina (Ser-136), creando una zona de unión para la proteína adaptadora 14-3-3. Cuando Bad está unida a 14-3-3 es incapaz de heterodimerizar e inhibir el efecto de supervivencia de Bcl-2 o Bcl-Xl. Sin embargo, dado que Bad sólo se expresa en un número limitado de tejidos y líneas celulares, no parece que la fosforilación de esta proteína sea la única vía a través de la cual AKT ejerce su efecto antiapoptótico. Así mismo, existen evidencias de que AKT fosforila e inhibe la caspasa-9 humana y otros trabajos demuestran que AKT actuaría por encima de la caspasa-9 impidiendo la salida del citocromo c.
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APOPTOSIS INDUCIDA POR P53 El gen supresor de tumores p53 desempeña un papel relevante en la inducción de las vías de apoptosis en respuesta a un daño en el ADN (radiaciones, ROS). Cuando una célula con la proteína p53 normal presenta un daño limitado en el ADN se produce la estabilización de la proteína, la cual induce la expresión de genes que provocan la parada del ciclo celular en la fase G1 (p21/Cip 1/Waf 1) y de genes de reparación del ADN dañado (Gadd 45). De este modo, la célula repara la lesión y posteriormente inicia la progresión del ciclo. En caso de que el daño 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 inducción de la expresión de genes proapoptóticos (Bax) e inhibiendo la expresión del gen anti-apoptótico Bcl-2, acontecimientos que conllevan la activación de la vía mitocondrial inductora de apoptosis. Existen evidencias de que en algunos sistemas celulares, el aumento de los niveles de p53, induce la expresión del receptor de muerte Fas/CD95, activando la vía mediada por estos receptores. Sin embargo, una célula con la proteína p53 mutada, responde ante el daño del ADN provocando la replicación del mismo con la consiguiente transmisión y acumulación de mutaciones que puede dar lugar a la pérdida del control de la proliferación y a la aparición de cánceres. TERAPIA DEL CÁNCER BASADA EN LA INDUCCIÓN DE APOPTOSIS El aumento o disminución del proceso apoptótico se asocia a muchos procesos patológicos humanos, entre los que se encuentra el cáncer. En ciertas patologías tumorales los mecanismos apoptóticos han sido suprimidos bien por inactivación de la proteína inductora p53 o por sobreexpresión del represor de apoptosis Bcl-2, o por ambos acontecimientos. Un gran número de fármacos utilizados en el tratamiento del cáncer basan su acción terapéutica en la inducción de apoptosis. Sin embargo, en ocasiones, las células tumorales adquieren resistencia al desencadenamiento del proceso apoptótico, lo que explica la falta de efectividad en el tratamiento del cáncer de ciertos agentes anticancerígenos20. Entre las terapias que intentan inducir apoptosis en células tumorales se encuentra la terapia basada en el uso de oligonucleótidos antisentido que reducen la expresión de la proteína antiapoptótica 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 sólidos de próstata, pulmón, renal y también en leucemias. Esta sobreexpresión, además de contribuir a la malignización celular, dificulta su tratamiento causando resistencia tanto a drogas anticancerígenas (cisplatino, etopósido, metotrexato) como al tratamiento radioterápico. Distintas terapias basadas en el uso de oligonucleótidos antisentido Bcl-2 o de pequeñas moléculas
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inhibidoras de Bcl-2, se encuentran en la actualidad en ensayos clínicos en fases I y II. Así mismo, se están examinando distintas estrategias terapéuticas basadas en una combinación de oligonucleótidos antisentido Bcl-2 y agentes quimioterápicos como paclitaxel en carcinoma de pulmón de célula pequeña, mitoxantrona en cáncer de próstata metastásico resistente a hormonas, docetaxel en cáncer de mama, irinotecan en cáncer y arabinosido de citosina (ARA-C) y fludaribina en leucemia aguda recurrente. Otra de las dianas terapéuticas está basada en la reactivación de p53. Las células tumorales que presentan una pérdida o inactivación de la función de p53 aumentan la probabilidad de transformación maligna. Así, se ha podido demostrar que ratones delecionados homocigóticamente para p53 presentan una alta incidencia de desarrollo de tumores, al igual que ocurre en humanos con un alelo mutado. Así mismo, la pérdida de p53 confiere resistencia a la inducción de apoptosis por tratamientos anticancerígenos. Por lo tanto, la reactivación de p53 en estos tumores provocaría la eliminación de las células tumorales por apoptosis mejorando la sensibilidad al tratamiento. En este sentido se están realizando ensayos de terapia génica basada en la utilización de construcciones de p53 inducibles, aunque lamentablemente por el momento no ha podido demostrarse su efectividad. Las proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) sobreexpresadas en ciertos tipos de cáncer (linfoma, melanoma) se asocian también a resistencia a apoptosis21. Estudios realizados con oligonucleótidos antisentido dirigidos contra la survivina, un miembro de la familia de IAPs, pueden inducir apoptosis espontánea en células de cáncer de pulmón, melanoma maligno y otros tipos de células cancerosas. Así mismo, los receptores de muerte constituyen una diana terapéutica en el tratamiento del cáncer. Las estrategias basadas en la activación de estos receptores tienen por objeto inducir apoptosis en las células cancerígenas a través de la activación de caspasas. Los resultados obtenidos hasta el momento con proteínas recombinantes en modelos animales parecen bastante prometedores. La inyección de un TRAIL recombinante (Apo-2L) en gliomas intracraneales provocó una completa eliminación de la masa tumoral. Así mismo, en carcinoma de colon la combinación de TRAIL recombinante con agentes quimioterápicos convencionales produjo la completa remisión del tumor.



TELOMERASA Y CÁNCER TELOMERASA Y TELÓMEROS La telomerasa es la enzima que utilizan la mayoría de los organismos eucarióticos para el mantenimiento de sus telómeros. Mediante la incorporación de secuencias teloméricas en el
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extremo 3´ de los cromosomas se equilibra la pérdida de nucleótidos que tiene lugar con cada división celular, como consecuencia del problema de la replicación terminal. Los telómeros son estructuras especializadas formadas por ADN y proteínas que constituyen, por lo tanto, los extremos de los cromosomas lineales eucarióticos. Son esenciales para el mantenimiento de la estructura y función de los cromosomas y para la viabilidad celular. El ADN telomérico consiste en repeticiones en tándem de secuencias nucleotídicas cortas ricas en residuos de guanina en dirección 5´ → 3´. Aunque todos los telómeros de un mismo genoma presentan las mismas repeticiones, éstas varían entre las distintas especies, si bien es notable la gran conservación que existe en las secuencias teloméricas de especies tan distantes en la evolución como vertebrados, plantas y protozoos. En el caso de los telómeros humanos la secuencia que se repite es TTAGGG. En asociación con el ADN telómerico, se sitúan distintas proteínas. Los telómeros no sólo actúan como los extremos físicos de los cromosomas que impiden la pérdida de secuencias codificantes, sino que además desempeñan funciones esenciales para el mantenimiento de la función cromosómica. Así, protegen a los cromosomas de procesos de degradación, fusión y recombinación que amenazarían la integridad cromosómica, participan en la organización de la arquitectura nuclear, desempeñando un papel crítico en la segregación cromosómica durante la mitosis y meiosis, e intervienen en funciones de regulación de la expresión génica, mediante el fenómeno conocido como TPE (Telomere Position Effect). TELOMERASA: COMPONENTES Y ACTIVIDAD Desde su identificación en Tetrahymena, la telomerasa ha sido estudiada y caracterizada en diversos organismos eucarióticos, entre los que se incluyen ciliados, levaduras, ratones y humanos. Hasta la fecha, todas las telomerasas conocidas son ribonucleoproteínas ADN polimerasas que constan de un componente ARN y de diversos componentes de naturaleza proteica, entre los que destaca la subunidad catalítica de la enzima. El componente ARN de la telomerasa humana, denominado hTR, está codificado por un gen de copia única localizado en 3q26.3. Su transcripción por la ARN polimerasa II y posterior procesamiento en el extremo 3’, produce un tránscrito maduro de 451 nucleótidos. La región molde para la transcripción inversa, complementaria a la secuencia del ADN telomérico humano (TTAGGG)n, está próxima al extremo 5’ y comprende 11 nucleótidos de secuencia 5’- CUAACCCUAAC - 3’. La subunidad catalítica de la telomerasa humana, hTERT, está codificada por un gen de copia única de 40 kb localizado en 5p15.33 compuesto por 16 exones y que genera una proteína de 127 kDa con 1.132 aminoácidos. En su extremo N- terminal presenta un dominio T específico de la telomerasa, pues no se encuentra presente en ningún otro tipo de proteínas. En el extremo C-terminal existen siete motivos responsables de la actividad catalítica, motivos RT, comunes a la familia de las transcriptasas inversas (RTs) que incluyen ciertos residuos de aspártico esenciales para la actividad retrotranscriptasa (Figura 8).
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Figura 8. Composición de la Telomerasa Telomerasa ARN template



ADN



Nucleótido



La expresión de hTR se ha demostrado en numerosos tejidos, tanto normales como neoplásicos, 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 expresión de hTERT está limitada a tejidos con actividad telomerasa. El gen que codifica para la proteína se expresa a niveles altos en tumores primarios, líneas celulares inmortales y tejidos telomerasa-positivos, pero no en tejidos sin actividad telomerasa22. La expresión ectópica de hTERT en células telomerasa-negativas es suficiente para reconstituir la actividad telomerasa. Además, el nivel de expresión del ARNm de hTERT se correlaciona con el nivel de la actividad enzimática del complejo telomerasa. Todos estos estudios apoyan el papel de hTERT como factor limitante de la actividad telomerasa. Si bien la coexpresión de hTR hTR y hTERT es suficiente para reconstituir la actividad telomerasa in vitro. Sin embargo, estudios bioquímicos y genéticos sugieren que in vivo son necesarios ciertos factores adicionales a este núcleo mínimo, los cuales podrían estar implicados en la biogénesis y ensamblaje de la enzima activa, así como en la regulación del acceso a su sustrato, los telómeros. Desde el descubrimiento del problema de la replicación terminal y la implicación de los telómeros y la telomerasa en el mismo, distintos estudios plantearon un posible papel de los telómeros en el control de la senescencia celular, que llevaron al planteamiento de la llamada hipótesis telomérica. Esta hipótesis propone que la pérdida telomérica progresiva es un factor limitante en la capacidad replicativa celular y emite una señal que desencadena la entrada en senescencia, de tal modo que los telómeros actúan a modo de reloj mitótico que controla el número de divisiones que una célula puede experimentar. Según el modelo de la hipótesis telomérica (Figura 9), en los tejidos
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Figura 9. Telómeros y división celular



germinales y en una minoría de los tejidos somáticos con alta tasa de proliferación, la longitud de los telómeros se mantiene a medida que las células se dividen debido a la presencia de la telomerasa. Sin embargo, en la mayoría de tejidos somáticos, los telómeros sufren un acortamiento progresivo, pues carecen de la enzima. Cuando los telómeros alcanzan una longitud crítica, las células entran en la fase de mortalidad 1 (M1), donde sufren una parada prolongada del ciclo celular en G1 y, al cabo de cierto tiempo, mueren. El estímulo que induce la parada del crecimiento son las señales de lesión 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 vías controladas por p53 y Rb. Estas células son capaces de ignorar los avisos para detener su crecimiento y adquieren una ampliación de su capacidad replicativa en la que siguen acortando sus telómeros. Esta ampliación 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 cromosómicas y sufren apoptosis de manera masiva. Según este modelo, la reactivación de la actividad telomerasa, o de cualquier otro mecanismo capaz de mantener la longitud telomérica, estabiliza el acortamiento de los telómeros, lo cual trae como resultado un escape de M2 y la adquisición de la inmortalidad celular22. TELÓMEROS, TELOMERASA Y CÁNCER Lo expuesto en los párrafos anteriores de este apartado, con respecto a la conexión entre el mantenimiento de los telómeros y la regulación de las funciones replicativas celulares, implica que
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las alteraciones en la biología telomérica juegan un papel importante en la transformación celular maligna. En apoyo de esta hipótesis existen en la bibliografía distintos trabajos de investigación en los que se demuestra la reactivación de la telomerasa en la mayoría de los tumores humanos, y la ausencia de esta enzima en los tejidos normales23. Los últimos estudios indican que durante las etapas tempranas de la transformación celular, la longitud de los telómeros actuaría limitando la expansión celular; sin embargo, en etapas más avanzadas, coincidiendo con la reactivación de la telomerasa la oncogénesis se facilitaría. Por otro lado, además de la función de los telómeros facilitando la inmortalización celular, estas secuencias determinan otro aspecto crítico en la transformación maligna. El acortamiento de los telómeros conduce a la senescencia celular, un proceso que se acompaña de fusiones cromosómicas e incremento de la inestabilidad genómica. Por otro lado, este incremento de la inestabilidad genómica causado por el acortamiento telomérico y la pérdida de la función protectora de los telómeros, puede también conducir a la transformación maligna, en ciertas condiciones. De hecho, existen suficientes evidencias que relacionan el mantenimiento de las secuencias teloméricas, fundamentalmente por reactivación de la telomerasa, y el cáncer. IMPLICACIONES CLÍNICAS DE LA TELOMERASA EN CÁNCER La detección 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 análisis de la actividad telomerasa en los diferentes tipos de tumores humanos primarios, así como en tumores metastásicos, lesiones premalignas, tumores benignos y muestras de tejidos 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 últimos años, en relación con el entendimiento del papel de los telómeros y de la telomerasa en la patofisiología del cáncer humano, indican que las estrategias encaminadas al análisis de la longitud telomérica y de la actividad telomerasa pueden tener una gran utilidad en el establecimiento del diagnóstico, pronóstico y tratamiento de los procesos cancerosos humanos. En particular, la telomerasa se ha convertido, en los últimos años, en una diana atractiva para el diseño de compuestos útiles en terapia anticancerosa24. Utilidad de la telomerasa en el diagnóstico del cáncer La fuerte asociación existente entre la actividad telomerasa y la malignidad celular ha ofrecido la posibilidad de utilizar la telomerasa como marcador en el diagnóstico del cáncer. El empleo de métodos de detección de la enzima de alta sensibilidad y especificidad basados en el ensayo TRAP, así como su análisis 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
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telomerasa como marcador diagnóstico en distintos tipos tumorales. Además, también puede constituir una herramienta de gran valor en la detección precoz del cáncer o de las metástasis tempranas. Para ello, resulta de vital importancia conocer la expresión diferencial de la telomerasa en los distintos tejidos del organismo. En el caso de la detección precoz, es especialmente relevante conocer la expresión de la enzima durante los estadios benignos, tempranos y avanzados del tumor. Así, por ejemplo, en el caso de la carcinogénesis colorrectal, uno de los modelos mejor caracterizados en lo que respecta a las alteraciones moleculares que tienen lugar en cada etapa del proceso, se ha demostrado que la reactivación de la telomerasa parece ser un evento obligado en la transición de adenoma a carcinoma. Es más, se ha llegado a postular que dicha reactivación tiene lugar después de la mutación en K-ras pero antes de que se produzcan mutaciones en p53. Así mismo, 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 25. Papel de la telomerasa como marcador pronóstico en cáncer La utilidad de la telomerasa como marcador pronóstico en cáncer se basa en estudios llevados a cabo en distintos tipos celulares, a partir de los cuales se ha postulado que la presencia o no de actividad telomerasa determina, respectivamente, la infinita o finita capacidad proliferativa de las células que integran los distintos tumores. En base a estos análisis, se ha propuesto que los tumores pueden ser divididos en dos grupos: aquellos que contienen células inmortales y aquellos que, por el contrario, carecen de ellas. La correlación entre telomerasa y pronóstico clínico se ha puesto de manifiesto en determinados tipos de cáncer. Así, en cáncer de pulmón, analizando una amplia población de carcinomas no microcíticos (CNMP) y de carcinomas microcíticos (CMP), se observó que los tumores pertenecientes al primer grupo presentaban actividades que oscilaban entre niveles prácticamente inexistentes hasta niveles altos. Sin embargo, en todos los carcinomas microcíticos de pulmón analizados, se observaron niveles muy altos de actividad de la enzima. Así mismo, la actividad telomerasa se ha correlacionado con mal pronóstico en cáncer gástrico, en cáncer de mama, o en cáncer colorrectal. Por otro lado, en leucemias agudas, una elevada actividad telomerasa se asocia con un desenlace clínico adverso y, además, se ha observado que la actividad enzimática decrece durante la fase de remisión de la enfermedad. Todos estos datos demuestran que la detección de la actividad telomerasa puede constituir un marcador molecular útil, tanto para predecir el desenlace del cáncer, como a la hora de aportar nuevos datos acerca del tratamiento más adecuado, en cada caso. Así pues, un pronóstico basado en la detección de la telomerasa puede ser de gran ayuda en el caso de tumores que experimentan recurrencias, ya que en estos casos se podría establecer una terapia adyuvante más agresiva. El papel de la telomerasa como marcador pronóstico podrá ser, por lo tanto, más relevante en aquellos 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 progresión tumoral Aparte de su posible utilidad en lo que a diagnóstico y pronóstico se refiere, el estudio de la actividad telomerasa puede utilizarse como marcador de progresión tumoral. Así, la detección de dicha actividad puede ser útil en la monitorización de la efectividad de las terapias antineoplásicas clásicas, puesto que el nivel de actividad de la enzima podría emplearse para determinar el número de células inmortales presentes en un paciente sometido a tratamiento. Estas determinaciones permitirían reducir, por ejemplo, en el caso de trasplantes autólogos de médula ósea, el número de recurrencias debidas a la presencia de células cancerosas no detectadas previamente25. Inhibición 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 mayoría de células normales, indican que la inhibición de la enzima podría constituir una alternativa a las estrategias actuales contra el cáncer. Los inhibidores de la telomerasa producirían un acortamiento telomérico progresivo que conduciría finalmente al estado de senescencia y, por ello, a una eventual destrucción de las células tumorales. Puesto que las células continuarían proliferando hasta que sus telómeros alcanzaran una longitud crítica, estas terapias anti-telomerasa serían especialmente útiles 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 sería inferior a las terapias actuales. Hasta la fecha se han desarrollado distintas clases de agentes inhibidores de la telomerasa, entre los que se encuentran oligonucleótidos antisentido contra el componente ARN, mutantes dominantes negativos de la subunidad catalítica, así como moléculas de pequeño tamaño con alta especificidad por la enzima, si bien ninguno de ellos se utiliza aún en clínica24. Otras líneas de investigación están dirigidas a la obtención de vacunas contra la telomerasa. Se trataría de estimular el sistema inmune para que reconociera las células telomerasa positiva y las eliminara. Estas vacunas, en principio, no afectarían 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 sistema principal de histocompatibilidad, con lo que serían reconocidas como dianas de destrucción.
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RESUMEN El proceso de formación de un tumor consiste en la acumulación de múltiples 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 expresión de genes. Las alteraciones a nivel de secuencia pueden ser deleciones de regiones cromosómicas, que implican pérdida de genes que pueden estar relacionados con la regulación negativa del ciclo celular, como es el caso de los genes supresores de tumores; mutaciones génicas que pueden activar o inactivar distintas proteínas; amplificaciones génicas que conllevan la sobre-expresión de genes específicos. En cuanto a alteraciones epigenéticas nos encontramos con el silenciamiento de genes causado por hipermetilación de las islas CpG localizadas en sus promotores, como es caso de p16INK4a, el gen MLH1 o el gen BRCA1. Aproximadamente el 10% de todos los casos de cáncer de mama tienen un componente familiar. Numerosos estudios han conseguido identificar las bases moleculares de dicho aspecto con la clonación de los dos genes BRCA 1 y 2 (breast-cancer-susceptibility genes); estos genes se caracterizan por tener herencia autosómica dominante, alta penetrancia y baja frecuencia. En el cáncer de colon de tipo hereditario está incluido el síndrome HNPCC. Aproximadamente entre 12-15% de los tumores de colon, cursan por la vía carcinogénica del fenotipo mutador y se caracterizan por la inestabilidad en secuencias de microsatélites, siendo éste un indicador de alta tasa de mutación génica. Dentro de ese porcentaje se encuentra el Síndrome de Cáncer Colorrectal no Polipósico (HNPCC). Los genes del sistema MMR están implicados en el desarrollo de tumores humanos a través de la vía del fenotipo mutador; cabe destacar a hMSH2, hMLH1, hMSH6, hPMS1 y hPMS2. El fenómeno de apoptosis implica la activación de un programa de mecanismos específicos que produce finalmente una destrucción regulada de la célula (muerte celular programada). Este proceso ocurre en condiciones fisiológicas normales, si bien también está presente en algunas patologías como el cáncer.
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La conexión entre el mantenimiento de los telómeros y la regulación de las funciones replicativas celulares, implica que las alteraciones en la biología telomérica juegan un papel importante en la transformación celular maligna. La fuerte asociación existente entre la actividad telomerasa y la malignidad celular ha ofrecido la posibilidad de utilizar la telomerasa como marcador en el diagnóstico, pronóstico y progresión del cáncer.
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TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO MOLECULAR M.ª Isabel Tejada Mínguez y Cristina Martínez Bouzas Laboratorio de Genética Molecular Hospital de Cruces. Baracaldo (Vizcaya)



INTRODUCCIÓN Las técnicas de Diagnóstico Molecular, que comprenden el estudio y análisis de los ácidos nucleicos, ADN y ARN o moléculas de la herencia, desempeñan un papel cada vez más importante en el diagnóstico en Medicina. Los ácidos nucleicos son el ADN o ácido desoxirribonucleico y el ARN o ácido ribonucleico, formado a su vez por ARN ribosómico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y ARN mensajero (ARNm). En el ADN genómico nuclear se encuentran los genes (menos los de las mitocondrias), que a su vez presentan intrones y exones, que son los fragmentos codificantes. El ARN mensajero resulta de la transcripción de esos exones y, a su vez, se traduce en proteínas. El ADN genómico está en todas las células nucleadas del organismo; por el contrario, el ARN mensajero se encuentra sólo en las células en las que ese gen se expresa. Al realizar un diagnóstico estudiando el ADN, se obtendrá información de las características estructurales de un gen (por ejemplo si existe o no una mutación) pero no de cómo esa mutación está implicada en el trastorno celular. El estudio del ARN mensajero nos indicará en cambio una información más funcional de la célula, o sea, nos permitirá saber cómo influye en la producción de proteína y, de esta forma, veremos las consecuencias de una mutación, es decir, los cambios en la cantidad o tamaño del ARN y consecuentemente de la proteína. Para trabajar en Diagnóstico Molecular, otra muestra que se utiliza en el laboratorio es el ADN complementario (ADNc). Se trata de una molécula que se produce in vitro, utilizando una reacción
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de retrotranscripción a partir del ARN mensajero. Como el ADNc deriva del ARNm su estructura estará formada solamente por exones del gen, sin intrones. En un laboratorio de Diagnóstico molecular, no sólo es importante conocer en cada caso cuál es la molécula de elección, sino también cuál es la muestra biológica más adecuada para obtener esa molécula. En el caso del cáncer hereditario, si lo que queremos por ejemplo es averiguar si en un paciente hay mutaciones germinales (aquellas que están en todas las células y se trasmiten a la generación siguiente), una simple muestra de sangre nos bastará para el diagnóstico, esté donde esté el tumor. En cambio, las mutaciones somáticas (aquellas que aparecen de novo en un individuo y que sólo están en algún tipo celular del mismo) generalmente no se trasmiten (salvo que el tipo celular en el que se hayan producido de novo sean los gametos), así que la única manera de estudiarlas es tomando la muestra del tejido afectado. En la práctica diaria, los especialistas de laboratorio deben indicar a los clínicos, en cada caso, cuál es la muestra que se necesita, para qué, en qué condiciones la tienen que enviar y qué técnicas se van a realizar con ella. Este capítulo pretende tratar de todo esto de una forma rápida y sencilla. Para los que quieran profundizar más existe una extensa literatura al respecto, por lo que hemos preferido no ir dando citas en el texto, ya que se pueden consultar diversos manuales, algunos bien sencillos1-2, otros mas específicos3-7 y hasta el más completo existente para profesionales del laboratorio8, pasando por las inmensas herramientas que nos facilita hoy día Internet, de las que citamos sólo un par de ellas9-10 por su gran utilidad. Sólo las técnicas más recientes, no compendiadas todavía en los manuales citados están referenciadas en este capítulo.



EXTRACCIÓN DE ADN Y ARN A PARTIR DE MUESTRAS BIOLÓGICAS Existe una gran cantidad de muestras a partir de las cuales se puede obtener ADN y ARN. Citaremos entre otras las más utilizadas, como la sangre periférica, las células epiteliales bucales, la médula ósea, los ganglios, los tejidos tumorales, el líquido amniótico y las vellosidades coriales. De todas ellas, la sangre periférica es la fuente más asequible y la que más se emplea para extraer el ADN genómico, ya que proporciona un ADN abundante y de alta calidad. Las células nucleadas que en ella se encuentran, los leucocitos, representan la mayor fuente de ADN para los estudios de rutina en Medicina. De preferencia, se ha de trabajar con sangre total, sin separar sus componentes, y sin coagular, lo que se consigue colocándola en tubos con el anticoagulante etilendiaminotetracético (EDTA). A partir de unos 10 ml a 20 ml de sangre recogidos en buenas condiciones, se obtienen suficientes microgramos de ADN como para realizar todo tipo de análisis.
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Pero en el caso de querer estudiar mutaciones somáticas, en las que un solo tejido está alterado, es necesario extraer el ADN genómico del propio tejido afectado (por ejemplo, en los tumores o en los aspirados de médula ósea), ya que en sangre total no detectaríamos la mutación. Lo ideal en estos casos es que el tejido llegue al laboratorio en fresco (por ejemplo directamente del quirófano en el caso de la extracción de un tumor) y se procese de inmediato, o se congele para su conservación hasta la extracción, bien a –70ºC, bien sumergiéndolo directamente en nitrógeno líquido, pero también se consigue aislar ADN de manera satisfactoria a partir de especímenes patológicos conservados en parafina. La calidad del ADN que se obtiene en estos casos dependerá de la edad del tejido y de las condiciones de conservación. En el caso de Síndromes hereditarios graves, en los que se plantee un Diagnóstico prenatal, tendremos que utilizar muestras fetales. La biopsia de vellosidades coriales es la mejor fuente de ADN de un feto. La extracción de vellosidades coriales la hacen los ginecólogos con ayuda guiada por ecografía hacia las 12-13 semanas de gestación, y la muestra extraída se coloca enseguida en un tubo estéril con una solución de suero salino fisiológico. 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 líquido amniótico, que se extrae por medio de una amniocentesis o punción transabdominal ecoguiada. Como dichas células no son abundantes se han de cultivar, lo que enlentece el estudio prenatal y de ahí su menor uso. Pero para algunos diagnósticos, las técnicas de PCR que a continuación veremos pueden solventar este problema. Con respecto a las extracciones de ARN, lo más importante a tener en cuenta es la facilidad de degradación enzimática de esta molécula por las ribonucleasas (RNAsas). Como las ribonucleasas son enzimas muy estables y activas, presentes en múltiples sistemas biológicos, 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, así como los materiales y soluciones utilizadas, que han de estar tratadas con inhibidores de las RNAsas como el dietilpirocarbonato (DEPC). Con respecto a la recogida de tejidos líquidos (sangre y aspirado medular) para ARN, éstos han de estar anticoagulados para una buena obtención del mismo. Debido al problema mencionado de la degradación, se han comercializado recientemente tubos especiales que combinan un anticoagulante con reactivos que mantienen la estabilidad del ARN estando libres de RNAsas. Para la extracción de ARN de tejidos sólidos, ésta se debe hacer a poder ser de inmediato o, si no es posible, se ha de congelar el tejido antes de su procesamiento. Como en el caso del ADN, si éste va a ser inmediato, el tejido se colocará en tubos con suero fisiológico, pero en este caso además con inhibidores de RNAsas, DEPC, etc.
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PROTOCOLOS DE EXTRACCIÓN 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 extracción, que se pueden llevar a cabo tanto de forma automática como manual. Estas técnicas de extracción de ADN son relativamente sencillas y básicamente las mismas para todo tipo de células. En todos los casos, el objetivo es obtener la máxima cantidad de ADN y de óptima calidad y pureza, evitando toda destrucción enzimática o mecánica del mismo. Todo Protocolo ha de constar de las siguientes partes: 1. Una lisis celular con mezcla de sus componentes, ya sea por métodos mecánicos, osmóticos y/o químicos como con detergentes que disuelven las membranas celulares. 2. Una incubación con un enzima (proteinasa K) para liberar al ADN de las proteínas que tiene asociadas. 3. Una separación del ADN del resto de constituyentes de la célula utilizando bien una mezcla con fenol-cloroformo o bien mediante soluciones salinas sobresaturadas. 4. Una precipitación del ADN mediante la adición de etanol frío. El ADN genómico tiene tal peso molecular, que este precipitado es visible en forma de filamentos semejantes a un trozo de algodón (si hay suficiente material), y puede ser extraído fácilmente de la solución con un gancho de vidrio. Caso de pequeñas cantidades, se separa de la solución mediante centrifugación. 5. Por último, el ADN se disuelve nuevamente en agua destilada o en una solución de agua y TE (Tris-HCl+EDTA). A partir de ahí, el ADN disuelto se cuantifica y se realizan las técnicas analíticas correspondientes, o se conserva congelado a –20ºC o a –70-80ºC, hasta su utilización. Estos Protocolos varían para cada muestra, sobre todo en el manejo inicial de la misma, como se describe muy someramente a continuación para las muestras más habitualmente utilizadas en los estudios de cáncer familiar: Sangre periférica Para obtener buenos resultados, lo ideal es que la sangre se procese dentro de las 24 horas siguientes a la extracción. Pero en el caso de que no pueda ser así, la muestra se puede congelar a –20ºC el tiempo necesario y descongelarla justo antes de que se vaya a extraer el ADN. En ambos casos, primeramente se lava la sangre con una solución salina de suero fisiológico y, mediante centrifugaciones sucesivas, se va recogiendo el botón celular. Posteriormente, esta masa celular se
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mezcla vigorosamente con una solución hipotónica (normalmente agua destilada) para producir la lisis de los eritrocitos, y los leucocitos se recuperan nuevamente por centrifugación. En este punto del proceso, nuevamente y si es necesario se pueden congelar los leucocitos sin ningún problema a –20ºC hasta poder seguir con el proceso. A continuación (o descongelando previamente el botón celular a temperatura ambiente) se añade un tampón de lisis de leucocitos, un detergente (SDS o dodecil sulfato de sodio al 10% P/V) y una solución de proteinasa K y se incuba durante toda la noche a 37ºC. A la mañana siguiente, el ADN se somete a su precipitación y dilución según se ha descrito. En los últimos años, 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 comercializar los llamados “robots”, que son aparatos que realizan automáticamente todos estos pasos. Su eficiencia se basa en que permiten extraer el ADN de la sangre muy puro y sólo en unas cuantas horas, así como tratar muchas muestras simultáneamente. En el caso de grandes centros de referencia es una opción rentable, no así para los pequeños laboratorios clínicos hospitalarios. Tejido fresco Los tejidos humanos son una muy buena fuente de ADN genómico por su alta densidad celular. Por ejemplo, un gramo de tejido hepático contiene aproximadamente 109 células cuando, para obtener un número equivalente de células nucleadas sanguíneas, se requeriría aproximadamente un litro de sangre. Pero tienen el inconveniente de la facilidad de degradación de los ácidos nucleicos, lo que se soluciona procesándolos tan pronto como sea posible tras su recogida, o congelándolos de inmediato. Para la extracción 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 extracción del ADN lleguen mejor al mismo. Esto se puede realizar, bien picando finamente la muestra con un bisturí para homogeneizarla, o, en el caso de tejido congelado, aplastándola en un mortero. En todo caso, los fragmentos obtenidos se incubarán posteriormente durante 24 horas con SDS y proteinasa K y se seguirá 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 así fueron procesadas para su análisis histopatológico. Este método de conservación es excelente para el mantenimiento de la estructura de los tejidos y de los epítopos de sus proteínas, por lo que es utilizado de forma rutinaria por los anatomo-patólogos como método de conservación de muestras, pero provoca que los ácidos
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nucleicos sufran modificaciones químicas, queden fragmentados y resulten difíciles de extraer. A pesar de todo, hay ocasiones en las que las únicas muestras de tumores o tejidos disponibles se encuentran en estas condiciones, como es el caso de los estudios en individuos fallecidos, o si queremos estudiar mutaciones somáticas. 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 serán escasas y de pequeño tamaño. Posteriormente, hay que cortar el bloque en trozos pequeños como hemos visto en el caso del tejido fresco. En el caso de biopsias de tumores, es muy importante diferenciar, además, qué parte de la muestra es tejido normal y que parte es tumoral. Para ello, se han implantado hoy día técnicas muy precisas como la microdisección láser que permite obtener las fracciones cortadas directamente en un tubo, evitando la manipulación y facilitando que no se mezclen las fracciones de tejido normal con las tumorales. El resto de la técnica de extracción de ADN será 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. Vellosidades coriales Las vellosidades coriales son un tejido fresco biológico, por lo que todo lo dicho en ese apartado es de aplicación a estas muestras en cuanto a la extracción del ADN en sí. Sin embargo, como aquí la extracción del ADN se realiza con el fin del Diagnóstico Prenatal, el procesamiento tendrá tres características importantes a tener en cuenta: 1. Se ha de realizar siempre la extracción del ADN de inmediato o, como mucho, en un plazo no inferior a las 24 horas. 2. Se suele disponer de muy poca muestra (para evitar el riesgo del aborto post-biopsia) y de pocas células, ya que las vellosidades coriales son un tejido muy esponjoso de muy baja densidad celular. 3. Es fundamental identificar los restos maternos y separarlos del verdadero tejido fetal, lo que se realiza meticulosamente colocando la muestra en una placa de Petri con un poco de suero fisiológico bajo una lupa binocular. Una vez realizada esta limpieza es cuando se procede a la homogeneización de la muestra de forma mecánica tal y como previamente se ha indicado. En el caso de que existan restos hemáticos –que suele haberlos si la extracción de las vellosidades ha sido realizada vía transabdominal– se ha de realizar además una o varias lisis de eritrocitos con un tampón adecuado, previas a la digestión con proteinasa y al resto del protocolo.
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Líquido amniótico El líquido amniótico no es la muestra de elección para extraer ADN para Diagnóstico Prenatal, debido a que tiene muy pocas células que se suelen cultivar, lo que enlentece el estudio prenatal y de ahí su menor uso. Pero todo laboratorio ha de tener los protocolos de trabajo establecidos, ya que puede ocurrir perfectamente que la gestante acuda tarde al ginecólogo, o que éste no pueda obtener una buena muestra por la mala posición del corion. Además, algunos diagnósticos se pueden solucionar mediante técnicas de PCR –que veremos mas tarde– para las que no se necesita mucho ADN. Son numerosos los protocolos existentes de cultivo de células amnióticas, pero básicamente todos utilizan medios comercializados con sueros sintéticos que llevan los factores de crecimiento. Los cultivos se realizan en “monocapa”, en frascos estériles de cultivo, y cuando se considera que la cantidad de células es la adecuada para extraer el ADN (un mínimo de 4 frascos confluyentes), se separan las células del fondo para dejarlas en suspensión. Para ello, se utiliza generalmente un proteolítico como la tripsina, y las células en suspensión resultantes se tratarán a partir de ahí como en los apartados anteriores para la extracción del ADN. Con este sistema, se pueden obtener cientos de microgramos de ADN en función del tiempo de cultivo y de lo perecedero del mismo. PROTOCOLOS DE EXTRACCIÓN DEL ARN Lo que diferencia esta extracción de la del ADN, es que –en el laboratorio– se han de tomar todas las precauciones necesarias para evitar cualquier fuente de contaminación con RNAsas, pues ya hemos dicho, el ARN se degrada con mucha facilidad por estas enzimas. Por lo tanto, habrá 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”R”; 2) es necesaria la utilización de guantes estériles durante cualquier manipulación del ARN; 3) todo el material fungible con el que se realiza la extracción, tales como tubos y puntas, han de ser certificados libres de nucleasas y en el caso de las puntas deberán además llevar filtro; 4) los búferes, el agua y demás soluciones de trabajo de extracción han de estar certificadas libres de nucleasas. Por último, hay que evitar además la contaminación 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 tendrá que incubar la muestra además con DNasa para eliminar los posibles restos de ADN. Siguiendo todas estas precauciones, las técnicas de extracción de ARN consisten en obtener primero unas células lo más limpias posibles –bien de leucocitos de sangre periférica, bien de células de cualquier otro tejido una vez homogeneizadas–, que posteriormente lisaremos para obtener el ARN. Estas células, una vez obtenidas, se pueden congelar a –80ºC sin que ello afecte significativamente a la extracción del ARN. En este caso, es aconsejable que el proceso de la congelación se haga en alícuotas, dada la inestabilidad del ARN, para asegurar que, mientras se trabaja con un tubo, no se estropean los demás.
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A partir de las células, y debido a las precauciones mencionadas, lo aconsejable hoy día es aislar el ARN con algún kit comercializado a tal efecto, lo que nos permite asegurar las extremas condiciones de seguridad del protocolo de trabajo descrito. Existen diversos kits en el mercado, que, básicamente, llevan todos los mismos pasos esenciales: 1. Lisis eficaz de las células y desnaturalización de los complejos de nucleoproteínas presentes en los extractos celulares: se utiliza para ello una combinación de detergente (SDS) con tiocianato de guanidina (TCG), que inactiva las RNasas, permitiendo así que el RNA quede en solución y aislado de proteínas. 2. Inactivación de la actividad de las ribonucleasas presentes en la célula: llevado a cabo con la combinación de TCG y ‚-mercaptoetanol. 3. Eliminación de las proteínas: este paso se realiza gracias a la precipitación de las proteínas celulares a altas concentraciones de TCG mientras el ARN permanece en solución. Seguidamente una centrifugación limpia el lisado celular de proteínas y restos, logrando que el ARN precipite selectivamente. 4. Eliminación del ADN contaminante de las células: se suele incubar con el enzima DNasa I libre de RNAsas. 5. Dilución del ARN: el ARN total se disuelve en agua libre de RNAsas. Con este ARN así extraído, se puede trabajar con cualquier técnica analítica para ARN.



TÉCNICAS DE ANÁLISIS DEL MATERIAL GENÉTICO A partir del ADN y el ARN extraído, las técnicas de análisis y diagnóstico molecular son idénticas para todo tipo de tejido, e independientes de cuál ha sido su protocolo de extracción. Por ello, a partir de aquí ya no nos vamos a referir en este capítulo a la muestra de origen, sino sólo al ácido nucleico utilizado. Para analizar el ADN, el problema que se tuvo que solventar fue la tremenda longitud del ADN existente en las células humanas (6x109 pares de bases en unos 2 m de longitud por célula), pero del cuál sólo un porcentaje muy pequeño es codificante. Se estima que sólo el 1% del ADN corresponde a los aproximadamente 25.000 genes existentes, y todo ello se encuentra “junto y revuelto” en esa “sopa” que es la suspensión del ADN una vez extraído. Para individualizar los genes, desde el principio fue evidente que sólo se podría hacer estudiándolos por fragmentos. El primer paso se dio gracias al descubrimiento, a principios de los años setenta, de unos enzimas que actuaban como “tijeras” cortando el ADN: las endonucleasas de restricción. Pronto se descubrió que
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los fragmentos resultantes se podían estudiar por medio de sondas, descubriéndose una técnica fundamental todavía en uso: el Southern Blot. Quince años más tarde, otro hallazgo de vital importancia fue el descubrimiento de otro enzima: la Taq polimerasa que, esta vez, lo que permitía era amplificar in vitro fragmentos muy concretos. Con ella llegó la técnica que “revolucionó” los estudios genéticos, la PCR. Estas dos familias de enzimas son auténticas herramientas en la Biología molecular, como lo son también las electroforesis, las sondas etc., gracias a las cuales es posible hoy día realizar todas las técnicas diagnósticas disponibles. Este capítulo no puede abordar más que de una forma muy resumida todo ello, pues corresponde a manuales más específicos3-8 la profundización en el tema. LAS HERRAMIENTAS DE LA GENÉTICA MOLECULAR Endonucleasas de restricción Las endonucleasas de restricción son unos enzimas que se caracterizan por cortar en el interior del ADN en puntos con secuencias de bases determinadas y específicas. Las endonucleasas se descubrieron en bacterias y se conocen más de 1.000, nombrándose en la mayoría de los casos por medio de abreviaturas del microorganismo del que se han extraído. Los puntos de corte corresponden a secuencias de 4, 6 o más bases que se llaman zonas o sitios de restricción y que están repartidas por todo el genoma. La mayoría de los enzimas de restricción que se usan en Genética molecular cortan el ADN en el interior de su zona de reconocimiento, presentando un Figura 1. Sitios de restricción o puntos de corte de algunas endonucleasas de restricción utilizadas en diagnóstico molecular NOMBRE



SECUENCIA
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eje de simetría llamado palindrómico, es decir, la secuencia leída de 5’ a 3’ es igual a su complementaria, leída también de 5’ a 3’, o sea, a la inversa (Figura 1). Las endonucleasas de restricción fragmentan el ADN en partes siempre iguales y previsibles, por lo que una mutación en una zona de restricción altera ese corte y por lo tanto el tamaño del fragmento. Este fue uno de los primeros métodos que permitió detectar de una forma sencilla las mutaciones puntuales. Las aplicaciones de las endonucleasas siguen siendo muy variadas hoy día, pero es importante señalar, además, que han estado en el origen del descubrimiento de muchos genes, así como de los primeros diagnósticos indirectos, gracias a los RFLPs o Fragmentos de restricción de longitud polimórfica, producidos. La Taq-polimerasa Las ADN polimerasas son enzimas que catalizan la incorporación de nucleótidos simples a una molécula creciente de ADN, produciendo así su duplicación. Las ADN polimerasas necesitan un molde monocatenario, y una región bicatenaria para cebar su actuación. Pero la temperatura ideal de actuación de estos enzimas es inferior a la temperatura de unión de la mayoría de cebadores y por supuesto muy inferior a los 95ºC necesarios para la desnaturalización del ADN, lo que dificultaba enormemente 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 primera de ellas fue la que les dio nombre, la de la bacteria Thermus aquaticus (Taq-polimerasa o Taq), pero posteriormente se han aislado enzimas similares en otros organismos termofílicos y se dispone así mismo de Taqs obtenidas por ingeniería genética. El uso principal de las ADN polimerasas termoestables es la Reacción en cadena de la polimerasa o PCR, aunque también pueden emplearse en la síntesis del ADNc, en la secuenciación, etc., como veremos en este capítulo. Electroforesis Cuando se digiere el ADN, la solución, en la que se encuentran todos los fragmentos producidos, se puede migrar mediante electroforesis en un gel de agarosa para separar esos fragmentos. Como el ADN está cargado negativamente, se coloca en pocillos en el extremo del cátodo de la cubeta, y se desplaza hacia el ánodo. La agarosa es un polisacárido purificado de agar, gelificante, de cuya concentración depende el nivel de migración. Los fragmentos se separan también en función del tamaño, es decir, de su peso molecular, migrando más rápidamente los de bajo peso molecular. El voltaje aplicado también interviene en la velocidad de migración. La adición de un colorante –normalmente azul 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 servirá de referencia para saber dónde se sitúa el o los fragmentos que nos interesan. Los
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fragmentos de ADN pueden visualizarse con tinción de bromuro de etidio, un compuesto que se asocia al mismo ADN produciendo fluorescencia bajo luz ultravioleta. Para resolver fragmentos de ADN de entre 1 y 10 kilobases (kb) de tamaño se utilizan geles al 0,8% de agarosa y para los de mayor tamaño, de 0,4%; los fragmentos de menor tamaño se migran en geles de 1,5 a 2,5%. Este tipo de geles es el utilizado en las electroforesis para visualizar fragmentos obtenidos por PCR pues, como más adelante veremos, son de bajo peso molecular. Para resolver fragmentos muy pequeños, incluso de unos cuantos pares de bases, hemos de recurrir a los geles de poliacrilamida. El Southern Blot Southern, en 1975, describió una técnica por medio de la cual lograba transferir los fragmentos de ADN producidos mediante las endonucleasas de restricción, y separados en un gel de electroforesis, a un filtro sólido. Este filtro, inicialmente de nitrocelulosa, hoy día de nylon, se puede hibridar con diversas sondas de ADN permitiendo un análisis muy preciso de regiones del genoma. Esta técnica histórica 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 hidróxido sódico y posteriormente con una solución neutralizadora. A continuación el gel se coloca en una bandeja con un tampón adecuado y se cubre con el filtro de nylon. Encima se ponen numerosos filtros de papel y un peso, y el conjunto se cierra con film elástico. La solución del tampón, altamente salina, pasará a través del gel hacia el filtro, arrastrando el ADN. Cuando la transferencia se haya completado, el filtro se mete en un horno para fijar el ADN y poder trabajar con seguridad 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 única tenderá a unirse –hibridarse– con otro fragmento que sea exactamente su complementario. Tres puntos son importantes a considerar en esta técnica: las sondas; el marcaje y la hibridación. Sondas: Para que las hibridaciones sean de utilidad analítica, es necesario disponer de fragmentos conocidos –llamados sondas–, y que estos estén marcados para su visualización. Tres diferentes tipos de sondas se pueden describir: 1) las sondas de ADN genómico, que son segmentos de ADN de doble cadena que han sido aislados y amplificados clonándolos en algún vector; 2) las sondas de ADN complementario, igualmente de ADN de doble cadena pero producido in vitro a partir del ARNm y 3) las oligosondas, de cadena sencilla, mucho más cortas que las anteriores y sintetizadas químicamente.
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Marcaje: Con respecto al marcaje de la sonda, éste puede hacerse mediante radiactividad, o por quimioluminiscencia, y, en ambos casos, la detección del sitio de unión de la sonda con el ADN del filtro se hará por medio de una auto-radiografía en una placa. Hibridaciones: Por último, con respecto a las hibridaciones, es importante destacar que es de vital importancia ajustar las condiciones de hibridación (temperaturas 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 diagnóstico molecular. TÉCNICAS DE AMPLIFICACIÓN. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) La reacción en cadena de la polimerasa o PCR como comúnmente se conoce (del inglés Polymerase chain reaction) es un método enzimático de amplificación de secuencias específicas de ADN, concebido por Kary Mullis y sus colaboradores a principios de los años ochenta, basándose en las propiedades de la Taq polimerasa. Este método permite la síntesis in vitro de un fragmento de ADN de tal forma que, en cada ciclo del proceso, se duplica el número de moléculas, obteniéndose un número exponencial de copias de una secuencia específica del ADN. Dicha metodología ha supuesto una auténtica revolución en el campo de la Biología y la Genética molecular y su aplicación en el diagnóstico genético es en la actualidad imprescindible. La PCR es una técnica muy simple en el concepto y en la ejecución, pero requiere conocer exactamente la secuencia que se va a amplificar. Con esta secuencia, se diseñan unos pequeños segmentos de nucleótidos –llamados iniciadores, cebadores o primers– complementarios a la secuencia de nucleótidos de los extremos opuestos de las cadenas que flanquean dicha secuencia. A partir de estos primers se iniciará la elongación o síntesis de nuevas cadenas en el extremo 3' de cada iniciador (Figura 2). Para una buena efectividad de la PCR, son importantes los siguientes parámetros: un suministro abundante de primers y de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs); una fuente renovada de Taq polimerasa, y unos ciclos precisos y periódicos de cambios de temperatura. Estos últimos se realizan mayoritariamente en tres etapas: la desnaturalización del ADN a unos 95ºC, la hibridación de los primers con las secuencias de interés (entre 50 y 60ºC) y la síntesis del ADN o elongación a +/– 72ºC. Las temperaturas varían en esos márgenes en función de la secuencia del fragmento que se desee amplificar, que es lo que marca las condiciones de la reacción. Para poder pasar de una forma eficaz y cómoda de una temperatura a otra, se realiza todo el proceso de forma automática en unos aparatos llamados termocicladores. Con ellos, el poder de la amplificación por
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Figura 2. Esquema general del principio de la reacción de la PCR. El número final de copias obtenido será igual a 2 elevado al número de ciclos diseñados
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PCR es tan alto, que hasta los más pequeños contaminantes pueden ser también amplificados, proporcionando falsos positivos, por lo que el material y las soluciones a emplear deben estar muy controlados. En la realización de una PCR, si se incluye sólo una pareja de iniciadores o primers, obtendremos un único producto de PCR, pero pueden añadirse más de una pareja de iniciadores obteniéndose así más de un producto de PCR; esto es lo que se conoce como PCR múltiplex. Para poder incluir más de una pareja de iniciadores en la reacción de PCR es necesario que los productos resultantes de cada par tengan diferente tamaño, pero que las condiciones de amplificación sean las mismas. Las aplicaciones de la PCR son múltiples y parecen estar sólo limitadas por la imaginación de los científicos. Los productos de PCR se someten a todo tipo de electroforesis y/o técnicas complementarias que se describirán a continuación, para, entre otros usos, por ejemplo, detectar mutaciones en enfermedades hereditarias: una simple digestión con endonucleasas de restricción de un fragmento PCR, y su posterior migración en un gel de agarosa, nos puede mostrar por ejemplo una mutación de un cambio de base que afecte al sitio de restricción, como se puede apreciar en la Figura 3. Figura 3. Digestión con un enzima de restricción de un fragmento de PCR de diversos individuos de una familia en donde se segrega un polimorfismo del gen BRCA1. M es un marcador de pesos moleculares y la línea 5 es el producto PCR bruto sin digerir. Las líneas 3, 4 y 7 corresponden a la digestión de los individuos que llevan los dos alelos en homocigosis y las líneas 1, 2, 6 y 8 muestran la digestión de los individuos que llevan los dos alelos polimórficos en heterocigosis



RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR) La RT-PCR es un método sensible y versátil empleado para obtener ADNc a partir de ARN, clonando el extremo 5´ y 3´ del ARNm y generando ADNc libre. Además, la RT-PCR puede ser fácilmente adaptada para identificar mutaciones y polimorfismos en las secuencias transcritas y medir la expresión de un gen cuando la cantidad de ARNm es limitante y/o cuando el ARN de interés se expresa en muy bajo nivel.
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La RT-PCR utiliza como molde ARN, y el enzima que sintetiza las nuevas moléculas es la transcriptasa inversa o reversa. La transcriptasa reversa es una enzima utilizada por todos los retrovirus y retrotransposones que transcriben a ADN la información 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 conversión enzimática del ARN a ADNc de cadena simple, para lo que se utiliza un primer sintético de oligodeoxinucleótidos que se hibrida al ARNm y es extendido por la ADN polimerasa dependiente de ARN o transcriptasa reversa. Dependiendo del propósito del experimento, el primer para la síntesis del ADNc puede ser específicamente diseñado para hibridarse a una región particular de un ARNm en concreto, o puede unirse a todos los ARNm; en este caso utilizaremos los llamados random hexanucleótidos. Estos son primers que se unen a zonas del ARN que son comunes a la mayoría de los ARNm, de forma que son copiados a ADNc todos los ARNm que se han extraído y no los de un gen en concreto. PCR a tiempo real La PCR a tiempo real también llamada PCR cuantitativa a tiempo real (RTQ-PCR), es un método de amplificación y de cuantificación de ADN simultáneamente, de tal forma que después de cada ciclo de amplificación, el ADN es cuantificado. Para ello, se utiliza un marcaje fluorescente que se intercala con las cadenas dobles de ADN que se están sintetizando y modifican las sondas de oligonucleótidos de ADN que fluorescen cuando se hibridan con un ADN complementario. Normalmente, 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 expresión 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 obtención de una muestra limpia, el diseño de primers específicos, y una optimización de las condiciones de reacción. Para algunos genes, todas estas condiciones de PCR están organizadas en una base de datos accesible on-line: (http://www.realtimeprimers.org) que facilita la realización del ensayo. Como en cualquier otra reacción 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 reacción, y así se va cuantificando. La gráfica que representa esta fluorescencia con respecto al número de ciclos da una curva sigmoidal. El momento o punto donde la fluorescencia comienza a incrementarse rápidamente, se denomina ciclo threshold (Ct). Si se comparan los valores de Ct entre diversas reacciones de un mismo producto, pero de diversos pacientes, o de diferentes tejidos de un mismo paciente, podremos calcular la concentración inicial del ARNm y medir de esa forma si su expresión es normal o está alterada.
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TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE MUTACIONES La detección de mutaciones es un apartado fundamental en el diagnóstico molecular de las enfermedades malignas, confirmando la causa genética de la enfermedad, además de contribuir al entendimiento de la estructura de las proteínas, su funcionamiento y expresión. También es importante en el diagnóstico de pacientes asintomáticos, estudiando el modo de herencia en una familia, e intentando predecir el fenotipo clínico, sobre todo en los casos de familias con penetrancia incompleta o con nuevas mutaciones. La detección precisa de una mutación la dará siempre la lectura de su secuencia, pero no siempre se empieza estudiando ésta directamente, ya que existen diversas tecnologías que sirven para identificar la presencia de diferencias en las secuencias sin precisarlas, y así reducir el número de muestras que es necesario secuenciar. Existen muchos métodos de cribado de mutaciones 6,7 o, más correctamente hablando, de detección de alteraciones en el ADN, ya que no todas son mutaciones responsables de enfermedad. Cada uno suele ser específico de la secuencia a estudio, del tipo esperado de mutación (mutación puntual, delección, reordenamiento complejo, etc.), del tamaño y estructura del locus y/o gen a estudio, así como de si las mutaciones son conocidas o desconocidas. La fiabilidad y la sensibilidad analítica de las diferentes técnicas varía 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 tamaño se realice con la mayor rapidez y de la forma más económica posible, ya que de otra manera su abordaje sería sólo posible por muy pocos y escogidos laboratorios. En el caso de mutaciones conocidas, si se trata de grandes delecciones o reordenamientos, el Southern Blot que ya se ha descrito puede ser una buena técnica. Para el caso de mutaciones puntuales, si se sabe o se imagina que éstas alteran un sitio de restricción, podemos usar la técnica del Corte enzimático, que consiste en una simple PCR seguida de una digestión con el enzima de restricción adecuado, algo que también se ha visto previamente (Figura 2). Pero como en el caso de los genes que predisponen al cáncer, mayoritariamente se trata de buscar una mutación desconocida en el estudio del caso índice, o primer individuo a estudio en una familia, disponemos de otras técnicas como las que describimos a continuación. DENATURING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS (DGGE) La electroforesis en geles de gradientes desnaturalizantes (DGGE), hace posible la detección de polimorfismos y/o mutaciones del ADN basándose en dos principios: 1) las propiedades de renaturalización de las cadenas de ADN, que pueden forman heteroduplex cuando hay una alteración, debido a un apareamiento incorrecto entre las cadenas normales y las alteradas y 2) la diferente migración de los fragmentos de cadena sencilla en función de su secuencia. La técnica
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comienza con una PCR del fragmento a estudio en la que, para producir los heteroduplex, se debe añadir después del último ciclo un ciclo de desnaturalización y otro de renaturalización. Los productos de PCR se someten entonces a una electroforesis en un gel de poliacrilamida, bajo condiciones de desnaturalización progresiva (con concentraciones 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 estructura, así modificada, reduce la capacidad de las moléculas para moverse a través del gel, y la migración de los fragmentos se retarda, algo que se favorece además por la utilización de cebadores con una cola de CGs. Como el punto en el que el ADN se separa (llamado punto de fusión o Tm) depende de la secuencia de los nucleótidos, una mutación puntual implicará una modificación de la Tm y la ubicación final de las moléculas en el gel no será la misma. El resultado será, en el caso de haber alteraciones, la visualización de diferentes bandas en el gel (Figura 3). La DGGE distingue con precisión los genotipos homocigotos de los heterocigotos respecto a un fragmento determinado de ADN: los individuos homocigotos, –tanto si son normales como si están mutados o alterados– formarán homoduplex que migran en una sola banda, pero la migración será diferente en función por tener diferente secuencia. Los genotipos heterocigotos presentarán cuatro combinaciones que corresponden al ADN normal, al mutado y a los dos tipos de heteroduplex posibles que se forman a causa del emparejamiento erróneo y de la desnaturalización rápida 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 homoduplex y las cinco últimas a la otra variante también en homoduplex. En la 5.ª carrera (de izquierda a derecha) un fragmento es heterocigoto, lo que produce las cuatro combinaciones homoduplex y heteroduplex posibles. La visualización se realiza con una simple tinción con bromuro de etidio.
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La DGGE es una técnica muy utilizada, ya que permite detectar casi el 95% de las diferencias en la composición de las secuencias y no es necesario el uso de isótopos radiactivos. Sin embargo, para cada fragmento a estudio hay que poner a punto las condiciones de desnaturalización utilizando un programa informático complejo, por lo que la puesta a punto inicial es compleja y de elevado coste por los oligonucleótidos con el extremo CG. Una variante de la DGGE es la electroforesis en geles de gradiente de temperatura (TGGE). En esta variante, las condiciones de desnaturalización progresiva se logran mediante un gradiente de temperatura, y no por cambios en la concentración de los reactivos, como sucede en la DGGE. Este método es interesante porque puede emplearse también para analizar ARN de cadena simple y proteínas. CONFORMATION SENSITIVE GEL ELECTROPHORESIS (CSGE) Los dos principios en los que se basa esta técnica son los mismos que en la DGGE, excepto que aquí los geles no son desnaturalizantes. El método está basado sólo en el principio de que los homoduplex y heretoduplex de ADN tienen diferente movilidad cuando se les somete a una electroforesis. En la CSGE, los productos de PCR son sometidos a un proceso de desnaturalización y posterior reasociación de forma lenta, disminuyendo la temperatura desde 95ºC hasta los 20ºC. Cualquier acoplamiento erróneo entre las hebras de ADN dará lugar a una estructura tridimensional diferente, cuya movilidad se reducirá proporcionalmente al grado de divergencia de las secuencias (Figura 5). Las electroforesis en la CSGE se llevan acabo a unos 210 V durante toda la noche en geles de acrilamida que se suelen teñir con nitrato de plata. Las muestras que presenten más de una banda serán las que posteriormente habrán de ser secuenciadas –como en la DGGE– para determinar el tipo de variación. Este método de búsqueda de mutaciones se ha extendido notablemente dado que tiene una alta sensibilidad, –en torno al 98%–, y que no se necesita radiactividad. Figura 5. Productos de PCR de los exones 2 y 20 del gen BRCA1 migrados mediante la técnica CSGE y teñidos con plata. Si comparamos la primera carrera con las tres siguientes, se observa la diferente migración que nos indica la sospecha de una posible mutación en el exón 20
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Se ha descrito muy recientemente una variante de este método que es la electroforesis capilar sensible a la conformación (Conformation Sensitive Capillary Electrophoresis o CSCE). La metodología y los fundamentos de este método son iguales a la CSGE, la diferencia está en que la separación electroforética de las diferentes muestras se realiza en un secuenciador automático capilar. En este caso el polímero que se emplea es especial porque no ha de llevar agentes desnaturalizantes como sucedía con el gel11 (Figura 6). Figura 6. Electroferogramas de análisis de heterodúplex capilar mostrando el patrón normal (A), patrón alterado correspondiente a una mutación del tipo inserción/deleción (B), y el amplio rango de patrones que presentan las sustituciones de nucleótido (C-F). B) mutación deletérea frameshift c.9538_9539delAA (BRCA2); C) polimorfismo missense c.3199G>A, p.N991D (BRCA2); D) mutación missense c.7987C>T (p.L2587F) de BRCA2; E) mutación patogénica nonsense c.7288C>T (p.Q2354X) de BRCA2; F) mutación missense c.2353C>G (p.L709V). La escala de grises es debida a la utilización 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 estándar de tamaño Foto cedida por Eladio Velasco Sampedro, del Instituto de Biología Genescan ROX-500 Genética Molecular de la Universidad de Valladolid. Las ventajas de esta variante frente a la que necesita geles, son la rapidez y el menor coste económico. La desventaja es que requiere de un equipamiento que no está disponible en todos los laboratorios de forma continuada. SINGLE-STRANDED CONFORMATION POLYMORPHISM (SSPC) La Single-Stranded Conformation Polymorphism o SSPC es una técnica sencilla, que se fundamenta en los cambios de conformación que presentan dos cadenas sencillas de ADN que difieren entre sí en un único nucleótido. Los principios en los que se basa son parecidos a los de las técnicas previas (DGGE y CSGE) excepto que aquí 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, así como para estudios de ARN.
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El gen que se desee estudiar se amplifica como antes en fragmentos mediante PCR. Los productos de PCR se desnaturalizan a 94ºC y se enfrían rápidamente en hielo con el fin de impedir su reasociación. Las moléculas de cadena simple forman estructuras secundarias estables en las que una sola alteración cambia su movilidad en el gel y ese es el principio de la SSCP. La visualización en el mismo se logra generalmente marcando el ADN con un nucleótido radiactivo que se introduce en la PCR (normalmente el 32P dCTP) y las bandas se detectan en una placa fotográfica tras exposición a –80ºC. El método es muy resolutivo y su aplicación es técnicamente simple pero, dado que el cambio de movilidad decrece a medida que aumenta el tamaño del fragmento, esta técnica sólo es útil para fragmentos cortos de ADN (90% de eficacia para fragmentos de unas 200 pb). Si se trata de fragmentos más largos (300-350 pb), el método se vuelve insensible a algunas mutaciones. Además, el comportamiento electroforético de las moléculas de cadena simple es bastante impredecible, ya que depende mucho de la temperatura, de los aditivos y de las condiciones en que ocurre la migración. El límite de detección de este método puede incrementarse de todas formas utilizando ARN, ya que su estructura secundaria es mucho más sensible a un cambio de secuencia. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DESNATURALIZANTE DE ALTO RENDIMIENTO (DHPLC) La DHPLC es un método de cromatografía líquida de alto rendimiento que puede detectar diferencias de secuencia tanto de un solo par de bases, como también las inserciones y deleciones. En este método, el producto de PCR se utiliza directamente, sin pasar por ningún proceso previo como sucede con los tres métodos descritos previamente. La DHPLC está basada en la elusión diferencial del ADN homoduplex y el heteroduplex cuando migran a través de una columna cromatográfica. A lo largo de la reacción PCR, en un fragmento amplificado de ADN, se crea una mezcla de heteroduplex y homoduplex debido a los nucleótidos que se asocian erróneamente 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 temperatura de fusión más baja. La DHPLC es una técnica tremendamente sensible pero muy compleja, que requiere un aparataje costoso y una cuidada interpretación. Otra desventaja de esta técnica con respecto a las anteriores, es que la migración y análisis se ha de hacer exón por exón, por lo que no se pueden realizar amplificaciones múltiples mientras que en las técnicas anteriores se puede llegar a analizar hasta cuatro exones a la vez. TEST DE LA PROTEÍNA TRUNCADA (PTT) La PTT es un método diseñado de forma específica para detectar mutaciones que causan la aparición de un codón de parada (o codón stop) prematuro en la secuencia del ADN, produciendo una proteína mas pequeña o proteína truncada. Es un método técnicamente complejo, muy sensible para este tipo de mutaciones pero inaplicable para la detección de otro tipo de variaciones del ADN.
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El método consiste en la amplificación mediante PCR de distintas regiones del fragmento a estudio, utilizando cebadores que, además de contener su secuencia homóloga, contienen la secuencia del lugar de iniciación de la transcripción para la ARN polimerasa de T7, y un codón ATG de iniciación. Los fragmentos amplificados se utilizan como moldes en una reacción de transcripción in vitro utilizando la ARN polimerasa de T7, obteniéndose así moléculas de ARN que son simultáneamente traducidas a proteína en presencia de un aminoácido marcado. Las proteínas obtenidas se cargan en un gel de acrilamida-SDS, que permite detectar su tamaño y, por ello, la aparición de proteínas con un tamaño inferior al esperado respecto a un control de secuencia normal, que sería indicativo de la existencia de una mutación de codón stop. SECUENCIACIÓN La secuenciación es la técnica última, la definitiva, aquélla por la cual se sabe exactamente si un fragmento está o no mutado y qué cambio lleva, siempre que se trate, como hemos hecho hasta ahora, de cambios de una o unas pocas bases. Aunque utilizada en algunos laboratorios como método directo de búsqueda de mutaciones, esto no es norma general debido a su alto coste y al equipamiento que requiere. Por ello se recurre normalmente a la secuenciación sólo en aquellos casos en los que se ha visto, mediante cualquiera de las técnicas previamente explicadas, que hay una alteración en la secuencia. La técnica utilizada hoy día se basa en la ideada por el equipo de Sanger y colaboradores en el año 19778 utilizando ADN polimerasa y los terminadores de cadenas llamados didesoxinucleótidos. Se trataba de una síntesis enzimática que, por acción de una ADN polimerasa y a partir de un primer u oligonucleótido cebador de secuencia complementaria a la molécula del ADN a estudio y marcado radiactivamente, va incorporando al extremo 3´ de la cadena en crecimiento dNTPs (2´-desoxinucleótidos) y ddNTPs (2´,3´-didesoxinucleótidos) que se encuentran juntos en la mezcla de reacción. Los ddNTPs difieren de los dNTPs en que les falta el grupo hidroxilo del carbono 3´ del azúcar, de manera que su incorporación evita la formación del enlace fosfodiester entre la cadena en crecimiento y el siguiente nucleótido a incorporar, por lo que no se incorporan más nucleótidos y la cadena que se está sintetizando se detiene. Con ello, se generan al azar fragmentos de ADN de todos los tamaños de forma controlada en posiciones específicas. Con el gran desarrollo tecnológico que ha habido en los últimos años en Biología molecular, las técnicas de secuenciación han mejorado sensiblemente y se han automatizado. Hoy día, las reacciones de secuencia se llevan a cabo en termocicladores y la separación de los fragmentos generados se realiza en un secuenciador automático. La utilización de termocicladores permite controlar las temperaturas automáticamente y poder repetir los ciclos tantas veces como sea necesario, a diferencia del método original en el que sólo se realizaba un ciclo. De esta manera se
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obtiene una elevada sensibilidad al ser necesaria una menor cantidad de ADN. Otra ventaja importante es que se puede llevar a cabo la secuenciación 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 obtención es más costosa y laboriosa. Otra mejora importante con respecto al método inicial ha sido con respecto al tipo y forma de marcaje de los oligonucleótidos, ya que, al principio, había que trabajar con radiactividad y con cuatro tubos diferentes. Hoy día se utiliza el llamado método de secuenciación de terminadores marcados, en el que se marcan los cuatro ddNTPs con una molécula fluorescente cada uno, por lo que la reacción se realiza en un único tubo. Los fragmentos obtenidos para la secuenciación se identifican por el último nucleótido de cada fragmento gracias al tipo de molécula fluorescente que tiene ligada. Además, en el mismo secuenciador automático se realiza la separación electroforética de los fragmentos y la detección de los productos. Los secuenciadores contienen un láser que excitan las moléculas fluorescentes en una longitud de onda. La fluorescencia que emiten entonces los fluoróforos es detectada por una cámara de detección y los datos obtenidos por la cámara son transmitidos hasta un programa de ordenador que los interpreta y les asigna el nucleótido. Con ello, los resultados se muestran en forma de electroferogramas que presentan las bandas (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 según el fluorocromo usado para los cuatro nucleótidos: A, T, G o C (Figura 7). Figura 7. Electroferogramas de secuencias: A) del exón 16 del gen BRCA2: la flecha indica una mutación puntual; B) la flecha indica la delección 1100delC del gen CHEK2 A)



B)
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MULTIPLEX LIGATION DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION O MLPA Las técnicas descritas hasta aquí sólo pueden detectar cambios de una o de unas pocas bases. Para la búsqueda de mutaciones producidas por alteración en fragmentos más grandes se han descrito muy recientemente dos nuevas técnicas: la MLPA y la MAPH. La MLPA permite detectar cambios en el número de copias de la secuencia del genoma, es decir, permite averiguar si hay duplicaciones, inserciones y delecciones y ello, tanto para fragmentos pequeños, como para fragmentos grandes del orden de varios exones. Es una técnica que se ha extendido de forma rapidísima en los últimos tiempos, pues utiliza muy poca cantidad de ADN para hacer PCR multiplex y permite amplificar simultáneamente hasta 45 secuencias específicas (Figura 8).
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El principio de la MLPA12 (cuyo protocolo de trabajo está disponible en la pagina Web: www.mrcholland.com) se basa en la hibridación del ADN a estudio con dos oligonucleótidos o sondas, seguida por una unión (ligation) de ambas sondas y posterior amplificación por PCR de los productos ligados. La sonda de la izquierda presenta una secuencia Figura 8. Electroferograma del gen MSH2 mostrando de unión específica para cada una deleción de los exones 4, 5 y 6 en un caso de fragmento a estudio y una cáncer de colon hereditario no polipósico secuencia terminal que es común a todas las sondas y que posteriormente servirá de región de unión para los cebadores en la PCR. La sonda de la derecha es más larga y está compuesta por las dos regiones presentes en la sonda de la izquierda más una secuencia espaciadora. Esta secuencia espaciadora, diferente para cada fragmento, es la que determina el tamaño final de la sonda y por lo tanto de cada uno de los productos amplificados por PCR, lo que permite diseñar múltiples fragmentos diferentes que, tras migrar en un secuenciador, se separaran según su tamaño (Figura 8). Como en todas estas técnicas, se requiere un equipamiento en el laboratorio adecuado y un entrenamiento en la interpretación de los electroferogramas, además de sondas específicas diseñadas para cada región del genoma a estudio, pero como hemos dicho, a pesar de todo ello, esta técnica se está implementando de forma muy rápida por su extremada sensibilidad y
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versatilidad y por el rápido diseño de sondas para diferentes regiones que está realizando el equipo de mrc-holland. 3.8. MULTIPLEX AMPLIFICATION AND PROBE HYBRIDIZATION O MAPH El método MAPH al igual que el MLPA es una nueva técnica que permite detectar cambios en el número de copias de determinados fragmentos de ADN, pero su fundamento es muy diferente. La MAPH se basa en la recuperación cuantitativa de la sonda después de una hibridación con un ADN genómico inmovilizado en una membrana de nylon13. Las sondas de MAPH se crearon inicialmente a partir de pequeños fragmentos de ADN clonado en un vector (BACs o PACs), que se generan por PCR o por enzimas de restricción. El protocolo completo de la técnica de MAPH puede encontrarse publicado en la pagina www.nottingham.ec.uk/~pdzjala/maph/. Este protocolo consta primero de una desnaturalización del ADN, que se fija en una membrana de nylon; luego se le añade las sondas que se hibridarán con las secuencias complementarias; posteriormente se elimina el exceso de sonda que no se ha unido a su secuencia complementaria con sucesivos lavados. Finalmente, se separan las sondas que se han hibridado al ADN, que se recogen para ser amplificadas por PCR y el producto de PCR se migra en un secuenciador para separar los diferentes tamaños de amplificado. Esta técnica, semejante a la anterior en cuanto a resultados, tiene como mayor dificultad el que se necesita una cantidad importante de ADN (de 0,5 a 1 microgramo) para que se fije bien al filtro. Por lo demás, su futuro es también prometedor.



OTRAS TÉCNICAS ALTERACIONES EPIGENÉTICAS Inestabilidad de microsatélites Los microsatélites son secuencias repetitivas cortas de ADN, que se repiten de forma polimórfica en la población. A principios de los años noventa 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 reparación de errores de apareamiento del ADN, los Mismatch repair genes (MMR), responsables del cáncer de colon hereditario no polipósico (CCHNP). Hoy día se conocen perfectamente los microsatélites inestables en el CCHNP y existen kits comercializados para su amplificación por PCR, y posterior separación y estudio en un secuenciador automático, por lo que la técnica no merece una mayor explicación en este capítulo. Simplemente
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señalar, que se tiene que estudiar tejido tumoral y tejido sano y que, se considera inestabilidad positiva, cuando se observan diferencias en el número de repeticiones en más de dos microsatélites informativos, siendo un microsatélite informativo aquél en el que se pueden distinguir los dos alelos, es decir, los heterocigotos. La técnica de inestabilidad de microsatélites permite un cribado previo importante de los casos de HNPCC antes de pasar al estudio de los genes responsables del mismo y es de gran utilidad en la práctica clínica. Metilación El cáncer es una patología debida a factores genéticos y ambientales. La estabilidad del genoma, así como la correcta expresión génica, están mantenidas en gran medida por un patrón prefijado de metilación del ADN. Este equilibrio se destruye en el cáncer, pues las regiones reguladoras de algunos genes supresores de tumores se hipermetilan (como en p16, BRCA1, hMLH1 y p14) y ello conduce a la inactivación del gen. La metilación de la citosina que se localiza en el dinucleótico CpG es la principal modificación epigenética en humanos14-16. Los dinucleótidos CpG no están distribuidos al azar, sino que existen zonas especialmente ricas en ellos denominadas islas CpGS, que normalmente no están metiladas en tejido normal, y que se localizan en las regiones iniciales de los genes o promotores. Si las islas CpG presentan metilación, los factores de transcripción no pueden unirse y el gen no se transcribe. La tecnología que ha permitido estudiar la metilación se basa en la modificación del ADN con bisulfito, acoplada con PCR. El tratamiento con bisulfito cambia la C no metilada a T pero mantienen la C metilada y se asocia mediante una amplificación con cebadores específicos o MSP (methylation-specific polymerase chain reaction). También se puede asociar el tratamiento con bisulfito a PCR cuantitativa, o a análisis de restricción o a secuenciación, para realizar otras técnicas complementarias11. Pérdida de heterocigosidad De la misma forma que hemos visto para la IM, la pérdida de heterocigosidad (LOH) de algunos loci, es una señal fiable de que existen anomalías en los genes supresores tumorales. De ahí que es importante su puesta a punto en un laboratorio. Estos estudios permiten extrapolar la presencia de mutaciones heterocigotas o incluso homocigotos, en el gen supresor adyacente a los marcadores de pérdida de heterocigosidad utilizados. Los marcadores que se seleccionen para el estudio, igual que en el caso de la IM, han de ser informativos, es decir, heterocigotos, y se han de estudiar en tejido normal y en tejido tumoral. Cuando el locus es informativo, se considera que
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existe una pérdida de heterocigosidad (LOH) cuando la señal 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 loci en estudio. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN 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 microarray se hibridan. Para analizar los resultados, se han de usar diversos programas informáticos, y el tratamiento computerizado de los datos permitirá determinar aquellas secuencias que no hibridan, es decir, las que son patológicas. La tecnología microarray se está desarrollando con una gran rapidez. Inicialmente se puso a punto para el estudio de la expresión de los genes, es decir, con sondas de ARN, lo que permite el análisis comparativo y simultáneo de la expresión de cientos de genes en un solo experimento. Para el estudio de tumores, estos microarrays son de extrema utilidad debido a la gran cantidad de proteínas implicadas. Con el avance de la técnica, sobre todo en el apartado de la inmovilización de las muestras en la matriz, se han desarrollado otros tipos de microarrays: de cadenas de oligonucleótidos, de ADNc, de proteínas y de tejidos. A pesar de lo sofisticado de esta técnica, el proceso de laboratorio no es complicado: una hibridación con la muestra problema seguido de la eliminación de todas las cadenas que no se han unido mediante lavados (sólo las moléculas que hibridan permanecerán en el microarray), y el revelado mediante un escáner óptico o con microscopía láser. Dentro de todo este proceso, la fase más importante es el revelado, pues es cuando conocemos los puntos de la matriz en donde se ha producido hibridación. Suelen emplearse marcadores fluorescentes, que son estimulados por una cierta longitud de onda liberando fotones en una longitud de onda distinta. Ésta es detectada por un dispositivo que captura la imagen en forma de puntos de diferente intensidad. Si se emplean varios marcadores se obtienen sucesivas imágenes de la muestra a diferentes longitudes de onda y después se establece un ratio de intensidades. Normalmente se marcan en rojo y verde, uno para las sondas unidas al microarray o soporte y el otro para marcar la muestra a analizar. Según haya hibridación o no y la cantidad de hibridación, obtenemos un patrón de intensidad que ha de ser interpretado. Con toda esta información se inicia el análisis de los datos con un software especializado y el estudio e interpretación de los resultados es el apartado de mayor dificultad y complejidad. Las aplicaciones de esta tecnología están sólo comenzando, pues habiéndose empezado con microarrays, de expresión como hemos dicho, muy recientemente se están fabricando todo tipo de microarrays como por ejemplo los CGH- microarrays para la hibridación genómica comparada con ADNc, que va a ser de gran utilidad. Nos espera todavía un gran futuro por delante en el campo de la tecnología molecular.
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RESUMEN •



Las técnicas de Diagnóstico molecular del Cáncer hereditario se han de realizar a partir de una muestra biológica del paciente con cáncer, preferiblemente sangre periférica, aunque también puede ser útil el estudio de muestra tumoral. En cualquier caso, es importante que el clínico consulte siempre al laboratorio las condiciones de la toma de muestra, pues de ella se puede obtener tanto ADN como ARN.



•



Las técnicas de análisis del material Genético se basan desde hace unos 30 años en una serie de “herramientas”, –como son las enzimas (de restricción, polimerasas, etc.) y las sondas–, con las que se realizan toda una serie de reacciones (Southern, hibridaciones, amplificaciones diversas, etc.).



•



Las técnicas de detección de mutaciones son diversas, pero en todo caso lo más importante es utilizar aquellas que den una mayor sensibilidad en un cribado inicial, para posteriormente secuenciar y determinar exactamente el cambio en el ADN.



•



Novedosas y prometedoras técnicas como la MLPA y los microarrays están descubriendo nuevos y numerosos tipos de mutaciones responsables de cáncer y se están implantando con rapidez en los laboratorios.
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HERRAMIENTAS ESTADÍSTICAS EN EL CONSEJO GENÉTICO CÁNCER DE MAMA Y OVARIO FAMILIAR Miguel de la Hoya Mantecón Laboratorio Oncología Molecular Hospital Clínico Universitario San Carlos. Madrid



NECESIDAD DE LAS HERRAMIENTAS ESTADÍSTICAS EN UNA CONSULTA DE CONSEJO GENÉTICO Las mujeres con antecedentes personales y familiares que sugieren la existencia de algún tipo de predisposición hereditaria, son relativamente frecuentes en la población general. Gracias a los planes de prevención y a la creciente información que suministran los medios de comunicación, cada vez es más habitual que estas mujeres busquen asesoramiento en una consulta de cáncer familiar. La identificación de los genes de susceptibilidad BRCA11 y BRCA22 transformó profundamente el manejo y el tipo de asesoramiento que podían recibir estas familias. Por primera vez, era posible identificar la alteración genética responsable de la susceptibilidad, distinguir los individuos portadores de los no portadores y ofrecer así un asesoramiento individualizado a cada miembro de la familia interesado. Sin embargo, pese a las ventajas evidentes que la identificación de mutaciones tiene para un correcto asesoramiento, el especialista en cáncer familiar debe valorar cuidadosamente cada caso particular antes de ofrecer la posibilidad de un estudio genético, ya que son muchos los aspectos clínicos, éticos, psicológicos (y en la mayoría de los centros de diagnóstico también económicos) que se deben valorar3. Además, es necesario recordar lo limitada que sigue siendo hoy en día nuestra comprensión de la susceptibilidad genética a este tipo de patologías. Por un lado, los genes BRCA1 y BRCA2 sólo explican un 15-25% de las familias sospechosas de
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padecer algún tipo de susceptibilidad genética y no se dispone de una descripción clínica adecuada de los síndromes hereditarios asociados específicamente a defectos en estos genes. Por otro lado, el riesgo conferido por estos genes no está bien definido y por lo tanto la identificación de una mutación patogénica no es sinónimo de una buena estimación de riesgo en todos los casos. Como es lógico, este desconocimiento plantea numerosos problemas en dos etapas fundamentales del proceso de asesoramiento, como son la selección de familias que con más probabilidad pueden beneficiarse de un estudio genético y la estimación de riesgo una vez identificados los portadores. En los últimos años se han venido desarrollando diferentes abordajes estadísticos que pretenden ayudar al especialista a tomar decisiones en ambas etapas.



SELECCIÓN DE FAMILIAS Sólo un pequeño porcentaje de las mujeres que acuden a una consulta de cáncer familiar preocupadas por sus antecedentes de cáncer de mama/ovario son portadoras de mutación en los genes BRCA1 o BRCA2. Se conocen otros genes de susceptibilidad a cáncer de mama, como TP53, PTEN, ATM o CHEK2, pero su contribución a los síndromes familiares mama/ovario es mucho menor. Para explicar la agregación familiar de cáncer de mama no explicada por estos genes, se ha propuesto la existencia de un gen “BRCA3” que hasta la fecha no ha podido ser identificado, así como complejos modelos poligénicos de susceptibilidad que por el momento no pasan de ser interesantes ejercicios teóricos. El análisis molecular de los genes BRCA1 y BRCA2 resulta muy complejo, debido tanto al tamaño de los dos genes como a la distribución aleatoria de mutaciones que se observa en la mayoría de poblaciones. El análisis debe incluir al menos toda la región codificadora de los dos genes (más de 15 Kb), las secuencias intrincas adyacentes, y un estudio de grandes reordenamientos en los dos loci. Con las técnicas actuales, este proceso puede tardar meses en ser finalizado y requiere importantes recursos humanos y económicos. 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 obtención de un resultado negativo (no se detecta una mutación) no es en absoluto informativo pues, como ya hemos comentado, nunca se puede descartar la existencia de una susceptibilidad genética. Por todo ello, para la mejor selección de las familias a las que se les debe recomendar el estudio, es indispensable desarrollar métodos que permitan estimar con precisión la probabilidad pre-test de que una familia sufra un síndrome asociado a uno de estos genes. El método debe ser en la medida de lo posible sencillo y rápido, para que se pueda realizar en el limitado tiempo del que se dispone en una consulta y, además, no debe en principio implicar a
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personas (familiares) distintas de aquella que decide acudir a la consulta. Si bien es cierto que es posible identificar familias con alta probabilidad de ser portadoras de mutación en los genes BRCA1 o BRCA2 mediante análisis de ligamiento, también lo es que este procedimiento no puede establecerse como método de cribado rutinario en una consulta de consejo genético, pues no cumple ninguno de los criterios anteriores. Por ello, deberemos basar nuestras predicciones en otro tipo de aproximaciones estadísticas, como son los modelos empíricos, los modelos genéticos o las tablas de prevalencia. MODELOS EMPÍRICOS Se han desarrollado diversos modelos empíricos que permiten estimar una probabilidad pre-test de ser portador de mutación en los genes BRCA1 y BRCA2. El fundamento de todos ellos es similar. Se parte de una serie de familias a las que previamente se les ha realizado el test genético y se intenta identificar variables independientes que se asocien con la presencia de mutación. Una vez identificadas las variables de interés, se construye un modelo estadístico multivariable (generalmente mediante regresión logística) que predice la probabilidad de que una familia con una determinada combinación de variables sea portadora de mutación. El primer modelo empírico (frecuentemente denominado U Penn) fue desarrollado en 19974. Se analizaron las historias personales y familiares de mujeres con cáncer de mama que tras acudir a una consulta de consejo genético (por propia iniciativa o aconsejadas por su médico) durante el periodo 1993-1995, se había realizado un análisis molecular del gen BRCA1 por tener antecedentes familiares (en total, 169 familias). Se evaluaron como posibles variables de riesgo el número de cánceres de mama unilateral (CM), cánceres de mama bilaterales (CMbi), cánceres de ovario (CO), cánceres de mama y ovario en una misma mujer (CMO) y las edades media de diagnóstico de los cánceres de mama (dxCM) y ovario (dxCO). El análisis indicó que la edad media al diagnóstico de CM, la presencia de al menos un caso de CO (independientemente de la edad de diagnóstico) y la presencia de al menos un caso de CMO (independientemente de la edad de diagnóstico) se asociaban significativamente con la existencia de mutaciones patogénicas en la familia. Por el contrario, el número total de CM descritos en el pedigrí, la presencia de CMbi, o la edad media de diagnóstico de CO no se asociaban. A partir de estos datos, se desarrolló un modelo multivariable y de acuerdo al mismo, se tabularon las probabilidades de que una familia fuera portadora de mutación en BRCA1 en función de su edad media de diagnóstico de CM y de si existían casos de CO o casos de CMO. En ese mismo año, Shattuck-Eidens y col desarrollaron un modelo predictivo similar a partir de los datos de 798 familias5. Este modelo, conocido como Myriad I, predice la probabilidad de ser portador de mutación en BRCA1 en función de la historia personal del probando (tiene en cuenta su edad de diagnóstico y si se trata de un caso de CM, CO, CMO, CMBI o CMBI+CO) y el número
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de familiares con CM, CO y CMO. Todas las familias incluidas en el estudio tenían múltiples casos de cáncer de mama, edades de diagnóstico muy temprana o casos de cáncer de ovario. En 1998, Frank y col6 desarrollaron un nuevo modelo en el que se incluía por primera vez el estudio molecular del gen BRCA2. El modelo, conocido como Myriad II, se desarrolló a partir de 238 familias. Todas estas familias cumplían unos criterios de inclusión muy estrictos (en todas ellas el caso índice era una mujer diagnosticada de CM antes de los 50 años o diagnosticada de CO y al menos un pariente en primer o segundo grado tenía un diagnóstico de CM también antes de los 50 años o CO). En los últimos años se han desarrollado muchos otros modelos similares en distintas poblaciones. La Tabla 1 resume las características más relevantes de algunos de ellos. Como se puede observar, todos los modelos coinciden en identificar al número de CO y a la edad media de diagnóstico de CM como variables predictivas. También es interesante señalar que el número de cánceres de mama en la familia no se asocia con la presencia de mutación. Este dato es relevante, pues un número elevado de CM en la familia (independientemente de la edad de diagnóstico o la presencia de bilateralidad) es uno de los motivos más frecuentes por los que una mujer acude a una consulta de consejo genético. Se ha desarrollado un modelo empírico a partir de familias con síndrome mama/ovario españolas7. Dos son las razones que impulsaron a la realización de este modelo. Por un lado, los modelos publicados hasta la fecha se habían realizado en poblaciones distintas a la española y no estaba muy claro hasta qué punto sería correcto aplicarlos a nuestra población. Por otro lado, se deseaba



Tabla 1. Modelos empíricos para calcular la probabilidad de que una familia sea portadora de mutación en BRCA1/BRCA2 Historia familiar mínima1
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