IO T TSN

[Ny

PRODTIEA S ACTUAT I
IS TA T?JO G_DTJ\/JTCA

Introduccién a la seccién

5 nesta seccién presentamos la contribucién de la bioquimica en la
J -< interpretacién de algunos problemas médicos y biol6gicos de gran actualidad
-/ einterés.

iy En todos los capitulos se brinda una informacion inicial acerca de las caracteristicas del
o problema que se trata, y, posteriormente, se presentan algunos experimentos sobresa-
b lientes en el campo de estudio considerado, con lo cual se aspira a demostrar el aporte
de la bioguimica experimental en la solucion de estos problemas.

Se ha tomado interés en explicar, si bien someramente, las premisas que en ¢l orden del
desarrollo de [a tecnologia de Ia bioguimica han posibilitado el estudio experimental
de los problemas seleccionados. También se presentan algunas consideraciones acerca
del posible desarrollo futuro del conocimiento dentro de cada problema.

2Qué cosa es un problema actual?

La actualidad en la ciencia contemporinea es una caracteristica muy relativa,
Especialmente en el campo de las ciencias biomédicas, los progresos se producen con
tal celeridad, que cada dia un nuevo descubrimiento acapara la atencién de los
cientificos, y de todos en general.

R

;‘; Por lo antes expuesto, la seleccién de problemas para esta seccién pudiera parecer un
tanto arbitraria. No obstante, se ha hecho con el dnimo de exponer los aspectos de

Tomado de: Atlas de Histologia Bdsica. Junqueira LC. Cuarta edicién, 1996
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investigacion bésica y los de aplicacion, si bien esta distincidn resulta cada vez menos
relevante. La seleccidn incluye 6 problemas que —en mayor o menor medida— han
experimentado avances significativos en ladltima década.

Caracteristicas de la investigacion bioquimica contemporinea

La investigacion bioquimica contemporsinea se caracteriza, en gran medida, por el
desarrollo acelerado de métodos mas poderosos, para llevar a cabo el estudio de Jos
componentes moleculares de los organismos vivos y su funcionamiento.

Otra caracteristica estd dada por el solapamiento de los métodos v procederes de la
bioquimica con e] de otras ciencias biolégicas, como la genética y 1a inmunologia. De
hecho, muchas investigaciones se realizan por equipos multidisciplinarios.

En la interpretacion de las investigaciones bioquimicas resulta cada vez mas necesario
tener en cuenta la organizacion celular en toda su complejidad, es decir, reconocer que
las enzimas y otros componentes de la célula no se eucuentran en un medio homogéneo,
sino formando parte de estructuras con un alto nivel de organizacién (seccion IV). Esto
explica el surgimiento de nuevos términos y especializaciones, como el de 1a biologia
molecular, la topobioguimica y otros.

Acerca de los problemas seleccionados

Sin dudas, el cancer constituye un problema de gran interés médico, por su elevada
letalidad y las limitaciones de los recursos terapéuticos disponibles para combatirlo.

Una de las dificultades fundamentales para avanzar en el tratamiento del cancer es el
desconocimiento existente acerca de las causas de esta afeccion. En el capitulo
correspondiente a este tema se exponen algunos de los avances mas recientes en este
campo.

La forma de los seres vivos, el modo en que sus componentes moleculares determinan
una organizacion espacial caracteristica, se estudia en el capitulo de la morfogénesis.
Se trata nada menos que de explicar cimo el “acervo’” genético de los seres vivos,
codificado en forma lineal en su ADN, puede explicar la estructura tridimensional de
ellos en todos sus niveles de organizacion, desde sus componentes celulares hasta sus
diferentes 6rganos y aparatos.

Elsistema inmunolégico constituye una adquisicion evolutiva de gran importancia en
los seres vivos, pues defiende al organismo contra los efectos nocivos de sustancias
extrafias o gérmenes patégenos. Un lugar destacado dentro del sistema inmunolégico
lo ocupan las moléculas especializadas, denominadas anticuerpos. Es realmente
asombroso que un organismo sea capaz de producir mas de un millén de anticuerpos
diferentes. Acerca de los mecanismos moleculares gue explican esta gran diversidad
trata el capitulo correspondiente.

Los 3 capitulos siguientes se refieren a problemas muy relacionados entre si: el origen,
la evolucion y el envejecimiento de los seres vivos.

En cuanto al origen de la vida es dificil concebir alguna persona que no haya sentido
curiosidad acerca de este tema. Aungue este problema aiin no ha sido resuelto en su
totalidad, hoy en dia se dispone de un cuadro bastante satisfactorio de los eventos que
pudieron conducir at origen de Ia vida. Es mds, ya ha sido posible realizar experimentos
relacionados con estos eventos. '

1398 Bioguimica Miédica




Laevolucién de los seres vivos ha sido muy bien documentada por ciencias como ia
paleontologia, la anatomia comparada y otras, Como veremos, la bioquimica también
ha contribuido a confirmar esta concepcion, desentrafiando las huellas del proceso
evolutivo mediante el estudio de los componentes moleculares de los seres vivos.
Adicionalmente, la bioquimica ha podido brindar elementos de gran valor, en cuanto
a los mecanismos que posibilitan el desarrollo evolutivo. En Ia actualidad, los
cientificos han podido remedar, a nivel de laboratorio, procesos con significado
evolutivo.

Por (ltimo, se trata el problema del envejecimiento. ; Por qué los seres vivos envejecen
y eventualmente mueren? ;Cudl es el significado bioldgico de estos procesos? ; Cudles
son los mecanismos que lo determinan? En el dltimo capitulo de esta seccion veremos
cémeo el envejecimiento estd dejando de ser una preocupacién individual, para
convertirse en un campo de estudio cientifico intenso, de relevante repercusion social.

A= |~ I
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CAPITULO

A pesar de que existen enfermedades que cobran un mayor miunero de vidas eada
afio, por ejemplo, la arteriosclerosis, el cancer sigue teniendo, tanto en el ambito
médico como popular, un funesto prestigio de enfermedad “terrible”, Esta imagen se
fundamenta en su elevada letalidad, en su rapida y habitual fatal evolucién, y en los
atin limitados recursos terapéuticos disponibles para curarlo. Aunque se han dedicado
cuantiosos recursos al estudio del cancer, el avance obtenido en este campo es todavia
limitado e insuficiente, si bien se han producido algunas contribuciones de refativa
importancia en lamedicina nuclear, la cirugia, la farmacologia y otros.

Larazén fundamental de esa limitacion esti dada por el desconocimiento que ha
existido acerca de las causas del cincer. Su génesis es, por tanto, uno de los enigmas
mis acuciantes de la medicina y la biologia contempor:neas.

Dentro de este “sombrio” panorama han comenzado a vislumbrarse algunos
elementos esperanzadores. En este capitulo se expondran algunos de los
descubrimientos mas recientes en el conocimiento de este problema, de trascendental
importancia tedrica y practica.

Concepto y caracteristicas

Si bien existen muchos tipos de cincer o neoplasias malignas, en dependencia del
tejido o tipo celular que le da origen, en todos los casos se presentan una serie de
rasgos comunes, En este capitulo el cincer se define como un conglomerado de células
{tumor), que crece de modo incontrolado, invade tejidos vecinos y alejados, y causa
grandes daiios al organismo en el que se encuentra, Las caracteristicas particulares de

cada tipo de cincer rebasan los objetivos de este libro.

' El cincer se diferencia de los tumores benignos, sobre todo, por su cardcter invasivo,
. aspecto que ha sido considerado en la propia definicién. El tumor canceroso desobedece
todas las restricciones que el organismo impone al crecimiento dentro de limites precisos
en todos los tejidos, de modo que el cincer en su crecimiento invade los tejidos
circundantes y, mds aun, sus céluias migran desde su localizacién original, hasta sitios
mis o menos distantes, donde dan origen a tumores secundarios, denominados
metistasis, Esta invasion progresiva del organismo llega a interferir en sus funciones y
compromete la vida.




La célula cancerosa y sus caracteristicas

Si todo tumor canceroso estid formado por células cancerosas, debe pensarse que
su comportamiento anormal es el reflejo de irregularidades en las células que lo
constituyen. Por tanto, se considera que, en buena medida, el conocimiento de la
biologia del cAncer puede circunscribirse al de Ia célula cancerosa,

Cuando se han estudiado células cancerosas y se han comparado con células
normales, se ha podido comprobar que las primeras muestran diversas diferencias, con
respecto a las segundas. El hecho de presentar miiltiples caracteristicas diferenciales
ha conducido a la afirmacién de que el caracter transformado es pleiotrépico, término
que alude precisamente a esta multiplicidad de diferencias.

Entre las caracteristicas que distinguen a las células cancerosas podemos enumerar
las siguientes:

1. Multiplicacién incontrolada. Las células cancerosas se multiplican por divisién
celular, a una velocidad mucho mayor que la habitual para el tipo celular del cual
se origind. Esta multiplicacién no responde normalmente a los mecanismos que
controlan la muitiplicacion celular en el organismo.

2. Comportamiento invasivo. Las células cancerosas, en su crecimiento, invaden los
tejidos vecinos y alejados, sin respetar los limites normales entre 6rganos.

3. Alto consumo energético. Las células cancerosas tienen un metabolismo muy
acelerado, que se refleja, entre otras cosas, por su elevado consumo de sustratos
energéticos, especialmente ghucosa.

4. Predominio del metabolismo anaerobio. Las células cancerosas obtienen su ener-
gia por vias degradativas anaerobias, lo que explica, en parte, su alto consumo
energético y laliberacidn por éstas de productos de oxidacién incompleta, como ¢l
acido lactico.

5. Alteraciones morfolégicas. Estas pueden ser muy variadas y afectan el tamaiio y la
forma de la célula (Fig. 80.1). Es comiin observar mitosis multipolares y otras
anomalias.

6. Modificacion de las propiedades inmunolégicas. Las células cancerosas presen-
tan modificaciones en los mecanismos de reconocimiento intercelular, con
manifestaciones muy variadas. Estas modificaciones se explican por alteraciones
de los componentes normales de la membrana plasmatiea.

Transformaciéon cancerosa

De acuerdo con el estado actual de nuestros conocimientos, se considera quela
célula cancerosa se origina a partir de una célula normal mediante un cambio que se
denomina transformacién cancerosa, o simplemente transformacion. Ademds, un tumor
canceroso puede desarroliarse a partir de una sola célula que sufre la transformacion,
de modo que ¢n un tejido, hasta entonces normal, una célula experimenta un cambio
crucial, y setransforma y convierte en cancerosa. La célula cancerosa, al multiplicarse,
da origen a los millones de células que componen el tumor, las cuales presentan el
caricter transformado y son, por lo tanto, células cancerosas.

El tumor experimenta un proceso inicial de crecimiento in sifu, hasta que comienza
la invasion de tejidos vecinos y alejados, o cual puede producirse -més o menos-
rapidamente, segiin el grado de malignidad del cancer de que se trate.

Queda claro que la transformacién de la primera célula, ofrora normal, es ¢l evento
desencadenante del resto de 1a historia natural del cincer (Fig. 80.2).
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Fuente: Takahashi M.: Atlas de color.
Citologia del Cincer. 2da. edicién
(en espafiol). Editorial Cientifico-
Técnica, 1982.

Fig. 80.1. Alteraciones morfoldgicas en cé-
lulas cancerosas. Las células en (a)
corresponden a un tejido normal
y las que sc¢ observan en (b) son
cancerosas, Notense bas diferencias
morfoldgicas entre unas y otras.

Tejido normal ~ Alteracidn de
una célula

Crecimiento Multiplicacién
in situ incontrolada Fig. 80.2, Origen y desarrollo de un tumor
Invasisn O canceroso. Una vez ocurrida la

transformacién cancerosa de una
célula, ésta se muitiplica de modo
incontrofado. El tumor pasa por
una etapa de crecimiento in situ y
posteriormente invade fos fejidos
circundantes, e incluse los gue se
encuentran alejados, ¥ se originan
las métastasis.

Cardcter hereditario de ia transformacidon

Notese que la célula cancerosa, al multiplicarse por sucesivas divisiones, mantiene
su naturaleza anormal. El caracter transformado se comporta como una caracteristica
heredable, que se trasmite de la célula progenitora a las células que constituyen su
descendencia.
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Tejido

Tripsina

Fig. 80.3. Método empleado para Ia prepa-
racién de un cultivo primario de
tejidos. El tejido seleccionado se
aisla y somete & la accién de
enzimas y otros agentes que dis-
persan sus células constituyentes.
Estas eélulas son colectadas y
“sembradas” en un medio de com-
posicién apropiada, donde se man-
tienen vivas y activas metabdli-
camente, e incluso se reproducen.

Biisqueda de la alteracién primaria

Desde luego, se considera que todas estas alteraciones no son independientes, y se
supone que Ia célula cancerosa presentaria una alteracidn inicial (primaria), que darfa
origen al resto de las anomalias. La trasmisién hereditaria del caricter transformado
durante sucesivas divisiones celulares ha hecho pensar que esta alteracién primaria
ocurre en el ADN celular durante la transformacién.

Como se sabe, el ADN es el depositario de la informacion genética, de modo que
es plausible pensar que una alteracién en la informacion conduciria, al expresarse ésta,
a un comportamiento anormal y, por légica, esta situacion serfa trasmitida a la
descendencia durante Ias sucesivas divisiones celulares. Precisamente, uno de los
terrenos en que la bioquimica ha contribuido al conocimiento del cincer es en lo
referente a la funcién del ADN en el proceso de transformacién cancerosa.

Premisas experimentales para investigar el cincer

Aunque en realidad son miiltiples los métodos experimentales que se han empleado
en las investigaciones sobre el cdncer, aqui nos referiremos al cultivo de tejidos y a las
técnicas de ingenieria genética (también Hamadas de ADN recombinante). Esta
seleccion se debe a que estos 2 métodos han sido los que han permitido penetrar en las .
bases moleculares del cAncer, de modo que constituyen sus premisas experimentales,

Culfivo de tejidos

Las técnicas de cultivo de tejidos tienen como objetivo mantener vivos
determinados tipos de células v, en ocasiones, obtener su multiplicacion en condiciones
controladas de laboratorio. En el caso de organismos inferiores esto resulta relativamente
facil, pues ellos suelen presentar pocos requerimientos para crecer y multiplicarse.
Mucho mas dificil es obtener un cultivo de células de organismos superiores, por
ejemplo, las de un mamifero. El medio natural de estas tiltimas, en los diferentes
tejidos, presenta una composicién muy especial, qne se mantiene estrictamente regulada.

Para obtener el cultivo primario se extrae del animal un fragmento de tejido que
contenga el tipo celular de interés. Kste se somete a un proceso de dispersién, en el que
se emplean, habitualmente, enzimas como la tripsina y la colagenasa, que degradan
los componentes de la sustancia intercelular (Fig. 80.3).

Posteriormente las células son colectadas por centrifugacion y se “‘siembran™ en
recipientes de distintos tipos, que contienen soluciones especiales (medios de cultivo),
compuestas por glucosa, aminoicidos, sales minerales y otras sastancias, segtn la
naturaleza de las células que se pretenden cultivar.

Durante todo el proceso se debe trabajar en condiciones de esterilidad para evitar
contaminaciones; con este mismo fin se suele anadir algiin antibiético al medio de
cultivo. '

Las células, por lo comyin, se adhieren a la superficie del recipiente y se multiplican
hasta formar una capa celular simple (monolayer) que cubre toda la superficie. En esta
etapa se dice que el cultivo es confluente. Generalmente, las c€lulas detienen aqui su
crecimiento, aunque permanecen metabdlicamente activas.

El medio de cultivo debe cambiarse con determinada frecuencia para restituir los
nutrientes consumidos y retirar las sustancias de desecho del metabolismo.

Las células cultivadas pueden desprenderse del recipiente y volverse a sembrar.
Teéricamente, €s posible mantener de esta forma una linea o estirpe celular (clon) por
tiemnpos prolongados, El limite de vida del cultivo depende del tipo celular y de otras
condiciones.
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Las investigaciones realizadas con cultivos de células tienen )a veniaja de que
permiten manipular un solo tipo celular homogéneo y las condiciones son muy
controladas. Sin embargo, se debe ser cuidadoso al extrapolar los resultados a las
condiciones in situ, pues Ia situacién es, sin dudas, diferente.

A través delos afios, los investigadores han logrado establecer Yineas de cultivo
pricticamente inmortales, entre ellas cabe destacar las células He-La, que se obtuvieron
originalmente de un carcinoma uterino humane y han alcanzado una distribucién
universal entre los Yaboratorios que utilizan cultivos de tejidos. Hoy en dia existen
otros tipos celulares, establecidos en lineas de cuitivo.

Por lo general, las células cancerosas pueden cultivarse con relativa facilidad. En
estos cultivos se mantienen la mayoria de las caracteristicas que las distinguen como
células cancerosas, De hecho, muchas células cancerosas en cultivo manifiestan su
exagerada tendencia a la multiplicacién, porque no detienen su crecimiento cuando el
cultivo aleanza el estado de confluencia, sino que contimian dividiéndose hasta formar
capas miiltiples, e incluso llegan a separarse de la superficie del recipiente para crecer
suspendidas en el medio de coltivo,

Métodos de ingenieria genética

Los métodos de ingenieria genética permiten manipular grandes fragmentos de
acidos nucleicos, fundamentalmente ADN, de modo que se pueden “construir”
moléculas con las caracteristicas deseadas por €l investigador y multiplicarlas
ilimitadamente.

En estos procedimientos se hace un profuso empleo de las enzimas de restriccion,
para efectuar cortes en moléculas de ADN y de la ligasa, que une entre si fragmentos de
estas macromoléculas,

De especial importancia son los vectores (plasmidos, virus bacterianos y otros},
pues posibilitan la multiplicacién de un fragmento de ADN, en cuyo estudio exista
determinado interés,

Para obtener mis detalles sobre estos procedimientos consiiltese el capitulo 35.

A continuacion describiremos 2 experimentos que demuestran cémo se viene
produciendo la contribucién de la bioguimica al conocimiento de las bases moleculares
del cAncer.

Experimento No. 1. Transformacién de células normales por ADN extraido
de céluias cancerosas

" Este experimento fue realizado por Shih y tenia como antecedente los trabajos de
Avery y otros, que lograron modificar ias caracteristicas genéticas de neumococos
mediante la transferencia de material genético (ADN) de unas cepas a otras.

Shih aprovechd la capacidad que tienen las células normales y cancerosas de
! crecer en cultivo cnando estdn colocadas en un medio de composicién adecuada.
¥ El ADN de células cancerosas cuitivadas se extrajo y, después de determinadas
" purificaciones y manipulaciones, se afiadié a un cultivo de células normales. El

" sorprendente resuitado fue que en el cultivo de células normales aparecieron células

;  alteradas, con todas las caracteristicas de las células cancerosas (Fig. 80.4).

g Es evidente que en este experimento se habia logrado provocar la transformacion
cancerosa utilizando ¢l material genético (ADN). Igualmente, se pudo comprobar que
todo el proceso podia repetirse una y otra vez con los mismos resultados, en forma
seriada, es decir, extrayendo en cada caso el ADN de las nuevas células transformadas.
Asiquedaba establecido que el ADN obtenido contenia la informacién para inducir la
transformacién.
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“tg. 80.4. Experimento No. 1. Transforma-
cién de ur cultivo de células nor-
males por el ADN extraido de cé-
lulas cancerosas. Las células can-
cerosas se tratan de modo tal que
su ADN se obtiene en forma aita-
mente purificada. Al adicionar este
ADN a cultivos de células norma-
les, se observa que éstas se modifi-
can y se convierten en células can-
Cerosas.

Cultivo de células
nommales

Cultivo de células
cancerosas

e T e L T T T e

3 3

Extraccion del ADN Aparicion de células
cancerosas

Sin embargo, el ADN de una célula es muy complejo y contiene informacién
genética para la sintesis de una gran cantidad de proteinas y otros componentes celulares,
ademas de elementos que intervienen en la regulacion del funcionamiento celular. Por
ello, se penso que el efecto transformante no debia corresponder a la totalidad del ADN
extraido de las células cancerosas, sino, muy probablemente, aun determinado sector
de éste.

Esta suposicién resultaba apoyada por el hecho de que el experimento relatado
pudiera ser repetide de manera sucesiva, ya que en este caso no era logico pensar que
todo el ADN de la célula cancerosa original pudiera seguirse obteniendo v trasmitiendo
integramente en cada transformacion sucesiva.

Por consiguiente, los investigadores se dieron a la tarea de aislar e identificar,
dentro del complejisimo genoma celular, aquel segmento del ADN que era responsable
del efecto transformante. .

Este tipo de investigacion séio ha sido posible en afios recientes, gracias a los
avances de las técnicas de ingenierfa genética. El problema bdsico se resolvié en 3
laboratorios, en los cuales se utilizaron metodologias algo diferentes.

Expondremos a continuacién el métado seguido por Cooper, por considerarlo ¢l
mas asequible,

Experimento No. 2. Transformacién de células normales por un segmento
especifico del ADN exiraido de células cancerosas

Cooper y otros extrajeron el ADN de células cancerosas de cultivo, y luego de
fragmentarlo en miiltiples segmentos, con el auxilio de enzimas de restriccion, cloparon
cada segmento en un vector (en este caso se utilizé un virus bacteriano del tipo de los
fagos) (Fig. 80.5). Ie esta forma, cada segmento obtenido del ADN de las células
cancerosas pudo separarse y multiplicarse. En esta etapa del experimento
correspondia ensayar la capacidad transformante de cada fragmento, para
comprobar cudl era capaz de inducir Ia transformacion de células normales de
cultivo.

Resulta evidente que el niimero de fragmentos a estudiar era muy elevado, y su
tratamiento individual hubiera enlentecido mucho el desarroilo del experimento. El
equipo de Cooper resolvié esta dificultad mediante un procedimiento en el cual se
ensayaba la capacidad transformante de grandes grupos de segmentos de ADN. Cuando
en uno de éstos se evidenciaba la capacidad transformante, el gropo se dividia en otros
£rupos mas pequeiios, y asi sucesivamente. De este modo, en un tiempo relativamente
corto se pudo identificar y aislar un segmento de ADN que tenia una altisima capacidad
transformante. Este resultado podia interpretarse como el aislamiento del gen productor
del cancer.
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Cultivo de células Separacién y multiplicacidn de los
cancerosas fragmentos por ingenieria genética
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Fig. 80.5. Experimento No. 2, Aislamiento
¢ l l l del fragmento de ADN responsa-
ble de la transformacion cancero-
sa, El ADN extraido de células can-
cerosas es fragmentado con el
empleo de enzimas de restriccion.
Los fragmentos obienidos son
clonados en un vector apropiade
y aiiadidos a cultivos de células
normates. De este modo es posible
identificar el fragmento especifi-
Identificacién del fragmento co de ADN, capaz de inducir la
Extraccién del ADN responsable de la transformacion transformacién cancerosa.

Oncogenes y proto-oncogenes

La existencia de genes productores de cincer se sospechaba desde hacia algunos

afios, sobre todo por experimentos que habian realizado los virélogos que estudiaban
las relaciones entre los virus y el cincer. Algunos virus son capaces de producir cincer
en animales, debido a la presencia en ellos de determinados genes particulares,
denominados oucogenes. Sin embargo, la identificacién y el aislamiento de oncogenes,
a partir de células cancerosas, sélo fueron posibles mediante los experimentos que
hemos descrito anteriormente, lo que posibilité, ademas, someter dichos oncogenes a
diversos estudios.
' Un sorprendente resultado de investigaciones posteriores fue comprobar que las
*  células normales contienen en su genoma secuencias de ADN muy similares (aunque
" no siempre idénticas) a las de algunos oncogenes que para entonces habian podido ser
aislados.

Estos estudios se realizaron buscando en los genomas de células normafes
segmentos de ADN que pudieran hibridar con determinado oncogén. Como se
sabe, la hibridizacién sélo se produce cuando hay una gran homologia secuencial.
A este tipo de genes, presentes en las células normales, se les denomind proto-onco-
genes.

B 5
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Mecanismos moleculares de la transformacién
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Establecida la existencia de los oncogenes ¥ los proto-oncogenes, se postuld un
mecanismo para explicar la transformacion cancerosa, el cual plantea que en las células
normales existen determinados genes (los proto-oncogenes), que de modo espontdneo
o provocado pueden sufrir alteraciones en su secuencia, daudo lugar asi a los
oncogenes, los cuales, al estar presentes en la célula, determinan el comportamiento
canceroso (Fig. 80.6).

En la actualidad se han podido identificar varios proto-oncogenes. Si bien en
algunos casos la transformacién del proto-oncogén en oncogén consiste en una
mutacién puntual dnica, algunos experimentos parecen indicar que se requiere mas de
un cambio {mutacién) para producir la transformacién. Este hecho ha dado origen a la
teoria multifdsica, que se tratara mas adelante.

!

Alteracion estructural de los proto-oncogenes

Robert A. Weimberg y su grupo han logrado una caracterizacién muy precisa de
una mutacién puntual, presente en células de carcinoma de vejiga. Para conseguirlo, el
:  oncogén y su proto-oncogén correspondiente fueron clonados, y mediante un
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Fig. 80.6, Mecanismo de mutacién puntual,

propuesto para explicar el evento
inicial de la transformacion can-
cerosa. Al producirse una muta-
¢ién en un proto-oncogén, su in-
formacién se altera y se convierte
en un oncogén; su transcripeién y
traduccion dan lugar a una protei-
na modificada, cuya funcién alte-
rada ocasiona los cambios propios
del cancer,

Radiaciones

Célula normal virus (Célula cancerosa
carcindgenos
Proto-oncogén Oncogén
T e T e T > ""36/““\,_,/
Transformacion
{activacidn del
oncogén )

A L AN AN NS S
S . / \v/ ‘X«V,/ \\"" v \/ \s

Proteina normal Proteina alterada
Funcién normal Funcién anormal { cancer )

procedimiento de empalmes entre sus diferentes segmentos se estableci6 que ambos
diferian en solo un nucledtido. En el oncogén aparece timina, en el sitio que ocupa una
guanina del proto-oncogén.

En términos de codigo genético, el cambio de un triplete GCG por GTC (queerael
producido) implica la sustitucién en la proteina correspondiente de una glicina por
valina.

Hipotesis de la dosis

La mutacién puntual no parece ser el mecanismo mas comin para la activacion de
los proto-oncogenes y la produccién de la transformaciou cancerosa. En los tiltimos
afios han surgido otros mecanismos que se relacionan con la hipdtesis de la dosis. Esta
hipétesis sostiene que en toda célula normal los oncogenes se expresan en determinada
cuantia, ya que intervienen en importantes funciones celulares. Cuando la expresion
del oncogén se realiza en demasia, ocurre la transformacion.

Sou 3os procesos de transformacion gue se explican a través de la hipotesis dela
dosis, y en todos existen suficientes pruebhas experimentales,

Carlo Croce y Philip Leder han encontrado que en el linfoma de Burkitt la
activacién del oncogén se produce al transferirse un segiento del cromosoma 8 hacia
el 14. Esta transferencia conduce a un acercamiento entre determinado oncogén,
deunominadoe myc, v los genes que codifican las cadenas de proteinas de las
inmunoglobulinas. En estas condiciones se produce una interaccién entre la zona
reguladora de la produccién de inmunoglobulinas y el oncogén, lo cual determina su
expresién incrementada y, por tanto, la transformacién.

En otros casos, como en algunos cinceres de colon, se ha podido determinar que
el gen responsable se encuentra en miiltiples copias, en los diferentes cromosomas del
genoma celular, de ahi su expresién en cantidades superiores a las normales.

Por 1ltimo, en algunos canceres animales, producidos por virus, ocurren
interacciones entre el material genético celular y el viral, de modo que el oncogén se
expresa en forma anémala.

En los casos en que Ia transformacién se produce de acuerdo con la hipétesis de la
dosis, uo existe, necesariamente, una alteracion estructural del gen causante del csincer:
Por esa razén algunos autores no realizan una distincién ahsoluta entre oncogenes y
proto-oncogenes.
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El genoma humano posee unos 3¢ (00 genes; de éstos, se calcula que los que
tienen capacidad oncogenética no deben sobrepasar el centenar. Es muy posible que la
activacidn de los oncogenes que producen distintos tipos de cdncer presente
determinadas particularidades, pero se considera que deben ser variaciones de los
mecanismos ya descubiertos. Es posible también que algunos oncogenes se activen

. pOT Yarios mecanismos,

| Productos de los oncogenes

Los oncogenes se han encontrado en células de organismos tan diferentes entre si
como la mosca y el hombre, Cabria preguntarse por qué razon estos genes, que son tan
peligrosos potencialmente, se han conservado en el largo proceso de la evolucién.
Sencillamente, parece que son responsabies de funciones de gran importancia enla
-actividad normal de §a célula.

Se ha investigado intensamente para determinar cual o cudles son los productos
de los oncogenes y qué funciones realizan.

‘ Exisie un producto de oncogén muy estudiado. Raymend L. Eriksony otros lograron

. identificar ia protefna codificada por el oncogén src, el cual es de origen viral y produce

- en pollos un cancer denominado sarcoma de Rous, de ahi su denominacién (sarcome

»  Rous chicken).

A El oncogén src codifica una proteina, la pp60v-src, denominacién que se refiere a
_* laproteina de peso molecular de 60 000 D producto del oncogén viral src. Esta proteina
;  posee unos 520 aminodcidos, v en las células se localiza en la cara interna de la
membrana plasmatica, a la cual se fija mediante un dcido graso saturado, unido a su
? extremo amino terminal.

G Se ha descubierto que la pp60v-src tiene actividad de quinasa de proteinas, es
! decir, fosforila proteinas a expensas del ATP. Es conocida la inportancia de las quinasas
de proteinas en ia regulacién de multiples funciones metabélicas. Sin embargo, resulté
i sorprendente que la pp60v-src introducia los grupos fosfato en residuos de tirosina,
13, . diferente a otras quinasas conocidas con anterioridad, que lo hacian en residuos de
£, serina otreonina.
i La pp60v-src fosforila con gran especificidad un residuo de tirosina de 1a vinculina,
f una proteina que participa en Ia estructuracion del citoesqueleto. La fosforilacién de la
. vinculina desorganiza las placas de adhesion, que contribuyen a la fijacién de las
i, células en las superficies. Este hecho provee una explicacion para determinadas
5: alteraciones morfolégicas que se manifiestan en las células cancerosas.

; Las células transformadas poseen cantidades incrementadas de pp60v-sre, lo cual
se ha puesto en evidencia mediante técnicas inmunolégicas.

Se piensa que la actividad aumentada de esta quinasa podria trastornar totalmente
el funcionamiento celufar y conducir a [a aparicién del cancer. La presencia de esta
proteina en células normales indica, por su parte, que debe tener participacion en
determinadas funciones normales.

Hoy en dia se conocen varios oncogenes que codifican quinasas de proteinas. Se
sabe que varias de ellas fosforilan especificamente residuos de tirosina (tabla 80.1),

Estos hechos han atraido la atencion de los investigadores hacia las quinasas de
proteinas especilicas de tirosina, en el supuesto de que deben intervenir en la regulacién
de aspectos de suina importancia en las funciones celulares.

Sin embargo, se conocen oncogenes cuyo producto carece de actividad quinasica.
" Algunos oncogenes parecen intervenir en la codificacion de determinadas proteinas,
7 pertenecientes al grupo de las denominadas factores de crecimiento, ¢ bien de los
+  receptores de dichos factores. Concretamente, en sarcomas de monos preducidos por
virus, se ha demostrado la sintesis v excrecién de una biomolécula idéntica, o al menos
muy parecida, al factor de crecimiento procedente de plaquetas (platelets derived
¥ growth factor, PDGF).
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Tabla 80.1. Oncogenes que codifican quinasas de proteinas*

Localizacion de la Especificidad sobre
Oncogén quinasa residuos de tirosina
v-sI'C Membrana plasmitica Si
v-ips Membrana plasmética Si
v-abl Membrana plasmitica Si
v-ras Membrana plasmética Se desconoce
v-yes Desconocida Si
V-ros Desconocida Si
v-fes Desconocida Si
v-fms Desconocida Se desconoce

* Adaptado de Bishop J Michael. “Oncogenes”. Investigacién y Ciencia, Mayo de 1982,

El producto de otro oncogén, el erb-B, presenta una gran similitud con el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF), El descubrimiento
de que el receptor de EGF posee un dominio intracelular, con actividad de quinasa de
proteinas especifica para tirosina, ha establecido un vinculo entre estos productos de
oncogenes Y los vistos anteriormente.

El producto del oncogén p21ras también se localiza en la membrana, pero en lugar
de actividad quinasa posee actividad de guanosin trifosfatasa (GTPasa). En células
transformadas la actividad GTPasa de esta proteina esti muy disminnida, en relacion
con las células normales. Varias GTPasas de membrana intervienen en la modulacién
de los efectos que tienen algunas hormonas sobre las células, El producto de algunos
proto-oncogenes actita como un factor de transeripcién nuclear y regula la frecuencia
con que algunos genes son transcriptos.

Genes supresores tumorales

En los afios 70, los estudios de determinados cinceres, como el retinoblastoma y
el tumor de Wilms, permitieron reconocer Ja importancia que tienen en la carcinogé-
nesis algunos genes, denominados genes supresores tumorales o antioncogenes.

Todo parece indicar que los productos de estos genes son necesarios para las
funciones celulares normales, y que la pérdida de dicha funcion da lugar a tumores
cancerosos. En estos casos el efecto del gen tiene caricter recesivo, en el sentido de que
las 2 copias de una célula diploide deben estar alteradas para que aparezca el cancer, lo
que contrasta con el caracter dominante de los oncogenes y ha sido la explicacién de
algunos experimentos, en los cuales, al fusionarse una célula normal con una cance-
rosa, el caricter canceroso desaparecid, contrariamente a lo que se hubiera podido
esperar

Entre los genes supresores tumorales, uno de los mas estudiados es el p33, cuya
localizacion cromosémica estid en 17p13; estd implicado en cAnceres de mama, colon,
pnlmén y otros, y se ha afirmado que méas del 50 % de los ciAnceres humanos presentan
alteraciones de este gen.

El producto del gen p53 posee una accion que detiene el ciclo celular, y mantiene
ala céhulaen G,. Laentrada dela célula en fase S requiere 1a inactivacion del producto
de p533; también se ha comprobado que este producto induce la apoptosis (muerte
celular), cuando las células presentan dafios del ADN que no son reparables.

Hoy se distinguen cerca de dos decenas de genes supresores tumorales y aungque
en much os casos se desconoce su funcion, algunos, al igual que p53, regutan el ciclo
celular o la adhesion entre células.

1410




El conocimiento de los genes supresores tumorales ha abierto una nueva alternativa
para explicar los mecanismos de la carcinogénesis, ademds de la activacion de los

oncogenes.

Teoria multifiisica de Ia carcinogénesis

Como ha podide verse hasta agui, las mutaciones somaticas constituyen el
mecanismo molecular de la transformacién cancerosa. Se considera que en la mayoria
de los cAnceres son necesarias de 2 a 7 mutaciones, para dar lugar a un cancer tipico.

De lo anterior se deduce que la carcinogénesis no es un evento tinico y sibito, sino
que es un proceso mis o menos prolongado, que atraviesa por diferentes pasos o
etapas. Esta concepcion se conoce como teoria multifésica de la carcinogénesis.

Las etapas consideradas por la teoria muitifisica son las siguientes:

1. Iniciacién. Se produce por cambios irreversibles en el ADN, que son incapaces de
producir el desarrollo neopldsico por si solos. Desde el punto de vista médico se
relacionan con las acciones preventivas del cancer,

2. Promoci6n. Las células iniciadas pueden ser inducidas a proliferar, por la accién
de diferentes agentes que no son cancerigenos en si mismos. Sus efectos ain son
reversibles. Desde el punto de vista médico se vinculan con el diagnéstico precoz
de lesiones precancerosas.

3. Progresién. Nuevas mutaciones en células iniciadas y promovidas conducen a que
proliferen de modo auténomo, sin la necesidad del concurso de agentes promoto-
res. Se considera unta fase aiin curable.

4. Transferencia. Es la fase de expansion y crecimiento celular incontrolado. El
tratamiento en esta etapa suele ser paliativo.

- Cambios poscarcinogénesis

La capacidad de crecimiento e invasion de un tumor canceroso esté vinculada a
cambios adicionales en el comportamiento celular. Se ha comprobado que los tumores
cancerosos suelen producir factores angiogénicos, como el factor bisico de crecimiento
de fibroblastos, los cuales, a su vez, estimulan el desarrollo de los vasos sanguineos
que nutren Ja masa tumoral y proveen una via para su extensién.
= Adicionalmente, las células cancerosas producen colagenasa y otras proteasas
! que degradan las membranas basales, lo cual posibilita la invasién de los tejidos
adyacentes.

X Por otro lado, los cambios inmunolégicos posibilitan que las células cancerosas
de} tumor original y de Jas meifstasis escapen a la vigilancia del sistema inmunolégico.
La disfuncién inmunolégica explica, en parte, la frecuente aparicién de cinceres en
pacientes inmunodeprimidos, como sucede en los afectados por €l SIDA y en los que
reciben tratamiento iInmunosupresor, por haber sido receptores de drganos trasplantados.

-2 e e

Perspectivas

En un plazo relativamente corto se completaré el inventario de los principales
oncogenes y genes supresores tumorales humanos, y se dilucidardn sus mecanismos de
accion en el origen del céncer.

. Esmuy probable que en los préximos afios se llegue a tener un esquema unificador
¢ que permita explicar, por unlado, los mecanismos normales de control det crecimiento
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y la multiplicacién celular y que, por otro, brinde la clave de las alteraciones que
conducen a la transfermacion cancerosa.

Posiblemente, la accion de la diversidad de oncogenes y de los productos de éstos
que se conocen en la actualidad, sélo difieran en cuanto a las etapas del mecanismo de
control donde actiian.

Los aportes de 1a bioguimica al conocimiento del cancer podrén contribuir ala
biisqueda de métodos de deteccidn y tratamiento mas eficaces, pero también dardnun
impulso significativo a la comprension de los mecanismos moleculares de importantes
funciones de la materia viva, como son el crecimiento y la multiplicacion.

Resumen

El cfincer se produce por la transformacidn de células normales en cancerosas,
lo cual ocasiona miltiples alteraciones en las caracteristicas de éstas, en particular
un crecimiento y multiplicacién incontrolados, y un comportamiento invasivo scbre
el resto del organismo.

Las causas del céincer s6lo comnienzan a entenderse, en sus aspectos moleculares,
en afios recientes. Ha quedado claro que el cardcter transformado es heredable y se
trasmite de las cflulas progenitoras a su descendencia; por tanto, el ADN estd
involucrado en su produccién.

El ADN de células cancerosas tiene la capacidad de producir la transforma-
cién de células normales. Esta capacidad reside en segmentos especificos del ADN,
que se denominan oncogenes.

En ¢élulas normales se han encontrado segmentos de ADN muy similares a los
oncogenes, los cuales se denominan proto-oncogenes. El evente inicial de la
transformacién cancerosa, en algunos tipos de cdncer, consiste en 1a formacién de
un oncogén a partir de un proto-oncogén.

En determinrdos ¢asos una mutacién puntual resolta suficiente para producir
la transformacién, pero otros mecanismos pueden producir la activacién de
oncogenes, por ejemplo, la transferencia de segmentos entre cromosomas, la
multiplicacién de genes o la interaccién con ADN de origen viral.

Muchos oncogenes codifican enzimas con actividad de quinasas de proteinas
que fosforilan en residuos de tirosina, Otros productos de ancogenes se relacionan
con los factores de crecimiento o sus receptores.

Los genes supresores tumorales o antioncogenes también tienen participacién
en la aparicién de muchos tipos de céincer.

Es muy probable que todas estas proteinas y sus genes participen en los
mecanismos que controlan el crecimiento y 1a multiplicacién de las células, tanto
en condiciones normales como en ¢l cfincer. En Ia actualidad se considera que la
transformacién cancerosa no es un proceso inico y sibito, sino que consta de
muiltiples etapas, lo cual ha dado origen a Ia teorie multifdsica de la carcinogénesis.

Para que se constituya un tumor tfpico se requieren glgunos cambios
poscarcinogénesis. ¥stos se relacionan con las modificaciones inmunolégicas y la
secrecién de factores anglogénicos y proteasas.

Ejercicios

1. Explique en qué consiste la transformacién cancerosa y cudles son sus consecuen-
cias.

2. Enumere las caracteristicas de las células cancerosas.

3. ;Cémo se demostrd que el ADN de células cancerosas era capaz de inducir Ia
transformacién de células normales? ;Qué relacidn encuentra entre este hechoy el
caracter informacional de las moléculas de ADN?
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4. Analice el experimento niimero 2 de este capitulo e indique:

a) { Cuil es el objetivo de este experimento?

b) ; De qué modo intervienen las técnicas de cultivo de tejidos y de ingenieria
genética en la realizacion del experimento?

¢) { Cuiiles son los resultados del experimento?

5. Describa los mecanismos moleculares propuestos para explicar la transformacién
cancerosa.

6. Un grupo de cientificos descubri6 sorpresivamente que el ADN de algunas células
cancerosas de cultivo no presentaba ninguna alteracién estructural en la secuencia
de bases de sus genes. En este sentido, esas células cancerosas no diferian de las
células normales.

: Para comprobar una hipétesis se extrajo el ADN de las células normales y de las
i cancerosas, y después de fragmentarlo.con enzimas de restriccién se hibridé conun
S segmento de ADN radiactivo, capaz de unirse por complementariedad de bases con
) un oncogén. El ADN fragmentado ¢ hibridado se separé por electroforesis y se
determiné en cada tipo celular cudntos fragmentos hibridos existian, mediante un
proceder que revela las bandas que tienen radiactividad (autorradiografia).

Se encontré gue el ADN de las células normales sélo presentaba un fragmento
hibrido, mientras que en las células cancerosas se ebservaban varios.

a) Qué conclusiones pueden emitirse en cuanto a la composicién del genoma de
las células normales y canceresas en este caso?

b) ; Qué conocimientos aportaria este experimento, en relacién con los mecanismos
de Ja transformacion cancerosa?

¢) £ Con cudl hipétesis acerca de la activacion de oncogenes se relaciona el resnita-
do de este experimento?

7. ;Por qué en las células diploides se requiere de la alteracion de ambas copias de un
gen sapresor tumoral para que se produzca la transformacion cancerosa?

8. ; Cuiles son las etapas consideradas en la teoria multifisica de la carcinogénesis?

9. ;Cudles son los principales cambios poscarcirogénesis que se producen en el
desarrollo de un tumor canceroso?
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