"EL CICLO CELULAR Y LA CARCINOGENESIS

F. Soté Balcells

Los urdlogos manejamos términos
comunes en el diagnéstico y tratamien-
to de los tumores vesicales: tumor su-
perficial o infiltrante, carcinoma in situ,
reseccion endoscopica, cistectomia ra-
dical, instilaciones endovesicales, cui-
mioterapia sistémica... Para los investi-
gadores el carcinoma vesical se
interpreta con diferente lenguaje: facto-
res de crecimiento y sus receptores, on-
cogen ras, oncogen myc, proteina p53,
gen del retinoblastoma...

Los conocimientos de los investiza-
dores empiezan a traducirse en métoclos
de mejorar el diagnostico y el prondsti-
co {estudio por inmunchistoquimica del
p53 en tumores vesicales por ejemplo,
asi como en métodos terapéuticos, algu-
nos de ellos en estudio clinico).

Al urdlogo le compete en este mo-
mento comprender la terminologia de la
Biologia Molecular, y para ello debe em-
pezar por conocer la fisiologia celular
normal, y de ello deducir las causas gor
las que se modifica hasta pasar una ¢é-
luta normal a ser una célula cancerose.

Los agentes exdgenos o endogenos
que pueden alterar la normal funciona-
lidad celular io hacen mediante lesion
de su DNA, La célula intenta {y general-
mente constgue) reparar el DNA altera-
do, v la célula sigue entonces en su ci-
clo de division, o bien, si no lo
consigue, la célula muere (apoptosis),
Pero en ocasiones la célula sobrevive a
la lesion del DNA, sin reparar la misma,
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guedando una alteracién genética per-
manente o sea un fenotipo maligno. Asi
pues la célula ante su DNA lesionado
tiene tres opciones: dividirse después de
reparar la lesién, morir si no lo consigue
o sobrevivir bajo distinto fenotipo.

+En qué punto y ¢émo se repara la le-
sion del DNA? ;Por qué mecanismos la
célula se vuelve cancerosa?
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clelo de divistdn)
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Regulacion del ciclo celular. La vida
es un permanente equilibrio entre dos
fuerzas, una positiva y otra negativa. La
homeostasis de los tejidos normales se
mantiene por un balance o equilibrio
entre proliferacion y muerte celular. Se
produce un tumor cuando el crecimien-
to celular excede a la muerte celular, ya
sea por aumento del nimero de células
en proliferacién, por disminucidn del
nimero de célutas que mueren, o por
armbos hechos a la vez,

En términos de Biologia Molecular,
esta homeostasis se traduce en forma



simplista en la actuacion de proto-on-
cogenes (sefales positivas} v genes su-
presores de tumor (TSG), con sefiales
negativas.

Los prote-oncogenes actuan en forma
de estimulo para dar lugar a proteinas
gue acttan como factores de creci-
miento {Growth-Factor: GF) o sus re-

regulan el reloj del ciclo celular

ceptores {GFr). Los genes supresores de
tumores actdan como factores de regu-
lacion del crecimiento celular. Hasta el
momento se han identificado mas de
100 proto-oncogenes y unos 15 genes
supresores de tumores y sin lugar a du-
das su nimero crecerd a medida que se
incremente e! conocimiento en Biologia
Molecular.

sCémo actdan ios proto-oncogenes y
los genes supresores de tumor en el ci-
clo celular normal?

la accidn de los proto-oncogenes v
los TSG, se ejerce a través de las protei-
nas gque producen y debe ser compren-
dida en términos de como y de qué ma-
nera  influencian el reloj del ciclo
celular.

La célula se divide para dar dos célu-
las hijas idénticas en un proceso conti-

nuo en 18-25 horas, Primeramente la
célula entra en la denominada fase G,
de 6 a 12 horas de duracion, en la que
efecta una valoracion de su masa celu-
lar y del entorno, realizando la sintesis
de enzimas y proteinas precisas para el
doblaje del DNA. A la fase G, le sucede
la fase S (6-8 horas) de sintesis o replica-
cion del DNA, v a ella ia fase G, (3-4
horas) en gue se comprueba si la dupli-
cacion del DNA ha sido completa, en-
trando finalmente la ¢élula en la fase M
o de mitosis (1 hora) en que se produce
la duplicacién celular,

La célula resultante puede seguir tres
caminos distintos:

a. Diferenciacion celular definitiva

b. Entrar en fase de aquiescencia o
reposo ()

c. O bien, reiniciar el ciclo de divi-
sion celular (G;)
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La célula sale de la fase G, v entra en
(i, o directamente pasa de la fase de
mitosis a G,, por estimulacion produci-
da por factores extracelulares activado-
res, los Growth Factors. Los GF o facto-
res de crecimiento son proteinas



uriginadas por la activacidén de proto-
oncogenes, Entre fos principales cabe
citar:

eEpidermal Growth Factor (EGF),
producto del oncogen C-erb-82

sFibroblast Growth Factor (FGF), del
oncogen Int-2

sPlatelet Derived Growth Factor
(PDGF), del oncogen C-sis

sInsulin Like Growth Factor {IGF),
del oncogen ros

sTransforming Growth Factor a (TGF-
aj, con el mismo receptor que el EGF

sTransforming Growth Factor B-1
{TGF B-1}, con efecto inhibidor

EGF, POGF, FGF v TFG-a actian 2 ni-
vel de [a parte inicial de la fase G, del
ciclo celular, mientras que el IGF actia
en su fase final.

El ECF, polipéptido de 53 aminoici-
dos, producido por el proto-oncogen C-
erb-B2 es el mas conocido de los GF,
siendo preciso para la proliferacion v
desarrollo de las células del ectodermo,
mesodermo, v endodermo, deserrpe-
flando un importantisimo papel er la
embriogénesis, en la diferenciacién ce-
lular, y en ta angiogénesis,

El TGF B-1, actda en sentido contra-
rio, como inhibidor de! ciclo cefuler a
nivel de G, pudiendo evitar su entrada
en ia fase S.

Factores de crecimiento
y ticlo celular

Indepeirdlants
de los GF

Progresién en
ol ccle calular

149

Una vez fa célula alcanza el puni
G,-S v empieza la sintesis def DNA se
vuelve insensible a los GF, y sigue en
forma auténoma su progresion en el ci-
clo celular.

“En contraste con las células norma-
les, las células cancercsas tienen dismi-
nuida su respuesta frente a los Growth
Factor estimuladores {(EGF) en fase G, v
tienen perdida su capacidad de detener
su crecimiento en respuesta a las sefia-
les inhibitorias del TGF-B17. En otras
ocasiones la oncogénesis se debe a un
aumento en la cantidad de GF estimula-
dores o de sus receptores y en casc de
aumento de TGF-BT por la insensibili-
dad a la respuesta inhibidora.

Los GF transmiten su sefial a la célula
mediante su unidn al receptor especifi-
co. Los receptores de los factores de
crecimiento son proteinas, también pro-
ducte de proto-oncogenes {erb-B1, c-
fms, c-kid, neu...} con actividad tirosin-

protoconcogenes: erb-B-1 -EGFr

c-fms - CFS.1
@ GF c-kit
{l neu

c-ras

GF receptor
{proteinas con
actividad tirosin-
Kinasa}

L N R R ok g

;. 2" mensajero (sistema transmisor
de sefales en cascada) |

kinasa. La mayor parte de receptores de
los factores de crecimiento transmiten
su sefial via tirosin-kinasa intracelular,
es decir, mediante enzimas que modifi-
can la conducta de las proteinas me-
diante fosforilizacién de la tirosina. Se
han identificado mds de 50 receptores



con actividad tirosin-kinasa.

Cada receptor del factor de creci-
miento viene originado por un determi-
nado vy especifico proto-oncogen, y asi
el erb-B1 es el responsable de la pro-
duccién del receptor del EGF, el onco-
gen c-ros del receptor del IGF, etc.

La unidn del factor de crecimiento a
su receptor da lugar a un sistema trans-
ductor de sefales o segundo mensajero,
constituido por proteinas citoplasmati-
cas, originadas por estimulos de otros
oncogenes, con una serie de reacciones
bioguimicas en cascada hasta llevar el
estimulo a los oncogenes intranucleares.

El mecanismo interno intracelular de
la accién de los factores de crecimiento
se ha estudiado especialmente a través
del £GF. De su union con el receptor
especifico (EGFr) se origina una sefial
estimuladora que activa el proto-onco-
gen intracitoplasmico ras2?, el cual a su
vez activa el proto-oncogen raf, quien a
través de una serie de sefiales interme-
diarias, lleva el estimulo a los proto-on-
cogenes intranucleares, activando el ¢-
myc, conjuntamente con ef ¢-fos y el
c-jun, que actian como factores de
transcripcion.

El factor de crecimiento Transforming
Growth Factor B-1 {TGF B-1) actia co-
mo inhibidor del crecimiento celular,
pudiendo detener el ciclo en forma re-
versible en la parte final de la fase G,,
antes de su entrada en la fase 5. Tiene
asimismo un receptor especifico con
actividad tirosin-kinasa. Su accién inhi-
bitoria se produce por impedir la fosfo-
rilizacién del pRb v por tanto la activi-
dad de las “ciclin-dependent-kinasa”
tcdky, tal como se describird mas ade-
lante.

El TGF BT actda pues regulando la

TGE-81 (inhiba
¢ cracimianta
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proliferacién celular, y asimismo modu-
la el sisterma inmune, activandose como
respuesta a la lesién tisular.

Puntos de control del ciclo celular. El
ciclo celular viene regulado por varios
controles o puntos de restriccidn, que
ovitan el pase a la fase siguiente si se
demuestra algin defecto en la fase ante-
rior. Los dos principales puntos de res-
triccién o control son el paso Gy-Sy el
paso G,-M.

Puntos de control o restriccion del
cicko celul Iricclén (O}
{rum-p34)
G2
at
a7 punito dx
reatriceidn (G1/5)

El més importante de los puntos de
control es el primer punto de restriccion
{pasc G;-S o punto start que se ejerce
mediante las acciones del gen del reti-
noblastoma {Rb} v el gen p53. El gen
del gen del retinoblastoma situado en
la banda 14 del cremosoma 13 (13q14),
codifica una proteina de 110 aminodci-



dos {p110 Rb), que cambia su fosforili-
zacion durante el ciclo celular. Esta
fosforilizacidn o desfosforilizacion es
precisamente lo que regula su activi-
dad. En G, la pRb no estd fosforizada y
se une al factor de transcripcion E,= A
nivel del punto de restriccion G;-S se
fosforiliza por la actividad de los com-
plejos “ciclina-kinasa-dependientes” {cdk),
con lo que se libera el E;F y se posibilita
la transcripcién. Los complejos ciclina
—ciclin-kinasa— dependientes (cichna-
cdk) ejecutan su funcion regulacora
mediante la fosforitizacion de las pretei-
nas involucradas en los puntos de tran-
sicion, tales como el pRb, La ciclina ac-
tia como elemento regulador vy la
proteina kinasa dependiente (cdk} actia
como unidad catalitica.

El gen Rb da lugar a la proteina pRb
gue se encuentra desfosforilizada er- la
fase M y G,, quedando unida a la fase
G, al factor de transcripcion E;F. Al lle-
gar al punto start la pRb se fosforiliza
por la accion de!l complejo ciclin-cd<2,
con lo que cede el factor de transcrip-
cion E,F, que actia sobre el oncogen
myc, para estimular la replicacién del
DNA. Existen una serie de genes que in-
hiben la fosforilizacion del pRb, y por
tanto la inactivan, tales como el MT5.1
productor de la proteina pl6, el WAFR]
productor de la p21 v el TGF-B.1 po-
ductor de la p27. La liberacion del E,F,
al desprenderse del pRb por su fosforili-
zacion, posibilita la entrada de la célula
en fase de sintesis.
~ El otro importante factor de control
en el punto G,-5 es el gen tumor supre-
sor p53 con su proteina p53 “Wild-"y-
pe” ¢ nativa, gue identifica los posibles
errores del DNA vy frena el ciclo celular
st lo precisa. B gen p53 se encuentra en

¥
fosforilizacién <ol pRh
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Papel del pRb
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—_—
»~ PIE+MTS
por accion de la ciclina f cdk2 ¥ P27 ¥ TGFB1 _ pes
cdkd P21+ WAF.

la banda 13 del brazo corto del cromo-
soma 17 (17p13}, contiene 11 exones y
codifica una proteina de 393 amincéci-
dos vy 53 kb {(p53 Wi), que da lugar a un
RNA m de 2,5 kd que es quien produce
la proteina p53, llamada asi por tener
una longitud de 53 kd.

La p53 se acumuia en el citoplasma
en la fase G, y penetra en el nucleo, si
no existe lesiébn en el DNA; durante
unas 3 horas, para permitir la replica-
cion del DNA. Luego se acumula de
nuevo en el citoplasma. La p53 bloquea
la replicacién del DNA si existen erro-
res en el mismo, evitando el paso de G,
a 5, ya sea pasando la célula a la fase
Gg, vy procediendo i es posible a su re-
paracion, o bien, si no consigue su nor-
malizacién lleva la ¢élula al fenémeno

tosién DNA

reparacién
- pa y

raentrada en G1

El p53 es ol "guardidn
del genoma”

apoptosis
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denominado Apoptosis, “suicidio indu-
cido” ¢ “muerte programada”.

El p53 a su vez es controlado por el
gen MDM.2 (gue codifica la proteina
p93). La proteina p53 actda sobre el
gen WAFE.1 (p21), que segin hemos in-
dicado antes inhibe la fosforilizacion
del pRb (correlacion entre pRb v p53).

La clave de que se produzca la tran-
sicidn, paso de G, a S en el ciclo celu-
lar, viene contrelada por la activacién
de las “ciclin-dependent-kinasas” (cdk)

WAF-1 (p21}: Inbibe L
fosforlizacién de! pRb

MEM2
(00}

que, como se ha sefalado antes, fosfori-
lizan en el punto de restriccidn y acti-
van proteinas especificas para transmitir
la orden de sintesis del DNA.

Frente al p53 que actda como gen tu-
mor supresor, capaz de inducir la muer-
te celular, se contrapone el proto-onco-
gen bcl-2 o gen antiapoptosis (18g21),
que actia como reguiador negativo de
la apoptosis. El proto-oncogen bel-2 fa-
brica una protefna citoplasmica de 26
kd, que se encuentra en la cara externa
de la membrana nuclear, en el reticulo
endoplasma vy en {a membrana externa
de las mitocondrias. La proteina bci-2
posibilita que la célula sobreviva frente
a diversos insultos, tales como: radia-
cién, drogas citotdxicas, etc.
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Trabajos recientes demuestran que ¢l
proto-oncogen myc, al ser estimulado
por mitégenos o citokinas, o como con-
secuencia de una mutacion oncogéni-
ca, ¢ por la pérdida de un gen tumor
supresor, desencadena una simultdnea
apoptosis y proliferacion celular, depen-
diendo el resultado final del nivel de
bcl-2, capaz de inducir o inhibir el na-
merc de células en apoptosis.

La apoptosis y la necrosis sorn dos ti-
pos totalmente distintos de muerte celu-
lar. La necrosis es una respuesta patolo-
gica a la lesién celular severa: la
cromatina forma grumos, se hinchan las
mitocondrias, se lisa la membrana en
citoplasmatica y la célula derrama su
contenido en su entorno, dando lugar a
un proceso inflamatorio. La apoptosis
(del griego apoptosis = hojas caidas del

Ptotooncogen bel-2 (18g21)= gen
antiapoptosis (regulador negativo de la
apoptosis)

mitégenos mutacion oncogen
citokinas “pérdida TSG
bcl-2

BN\

apoptosis proliferacién celular

arbol}, es una respuesta celular fisiologi-
ca frente a determinadas sefales o con-
secuencia de la ausencia de otras sefia-
les. Se trata de un fenémeno activo vy
genéticamente controlado: la cromatina
se condensa en grandes masas junto a
la membrana nuclear, el citoplasma se
“arruga” y la célula se fragmenta en los
denominados “cuerpos apoptéticos”,
rodeados por la membrana citoplasmi-



ca, siendo fagocitados por las células
vecinas. En la apoptosis la destruccién
celular se produce sin ruptura de la ar-
quitectura celular y sin dar lugar a infla-
macién. La célula muerta rdpidamente
desaparece por fagocitosis, lo que difi-
culta el reconocimiento de la apoptosis,
su deteccion en los tejidos normales.

Un programa de “suicidio celular” es
ventajoso para el organisme al poder
eliminar células no precisas o céluias
“peligrosas”, y para salvaguardar una
correcta homeostasis celular. Los princi-
pales genes reguladores de ia apoptosis
son: el p53 y el b¢l-2,
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Los genes Rb y p53 ambos TSG, son
genes que regulan la senescencia (ve-
jez} celular, El escape de la vejez celular
es una etapa importante en la progre-
sibn neoplasica, creciendo las céluias
tumorales en forma indefinida en un
medio de cuitive adecuado, es decir, se
vuelven inmortales. La inmortalizacisn
celular es un factor de crecimiento tu-
moral incontrolado, permitiende la pro-
gresién maligna del tumor. La reintro-
duccion de los genes Rb y p53 a un
cultivo de células tumorales puede dar
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lugar al cese del crecimiento incontrola-
do y producir cambios morfologicos se-
mejantes a los de las céiulas en semes-
cencia.

La importancia del p53 en la hemos-
tasis tisular ha hecho que reciba la de-
nominacién de “guardidan del genoma”.

Resumen del ciclo celular normal. L2
regulacidn del crecimiento tisular es

Controla la
~ duplicazisn
oo cidulw

ﬂa .

apoptosls

reparacitn (en Go) M

s

sigui ciclo

fesian BNA colular

consecuencia del equilibrio entre facto-
res positivos y negativos, capaces de dar
lugar a sefiales que actdan sobre el nd-
cleo, induciendo agentes especificos a
actuar coma factores de transcripcién, a
través de la familia de las proteinas c¢i-
clinas-cdk, para seguir las céluias en su
ciclo celular y lograr su division.
Diferentes proto-oncogenes codifican
proteinas  estimuladoras  (GF), que
uniéndose a receptores especificos dan
lugar a sehales intracitoplasmaticas que
por una cascada de interacciones llevan
el estimulo a genes del nicleo que ac-
than como factores de transcripcién y
hacen pasar el DNA a RNA mensajero,
con la consiguiente produccién de una
nueva proteina, capaz asimismo de esti-
mular la sucesiva proliferacién celular.
En contraste con los factores de estimu-



lo al doblaje celular existen mecanis-
mos reguladores inhibitorios, como el
TGF-81 y las proteinas de 2 genes tu-
mor supresor, el Rb y el p53, capaces
de detener el ciclo celular en G,.

Este delicado balance de factores de
crecimiento estimuladores y factores in-
hibitorios dirige el ciclo celular y regula
la normal proliferacién celular.

GF estimulantes GF inhibidores
+ +

receptores (GFr) receptores (GFr)

sefiales -

sefales +

estimulo
proliteracién

> celular
.--*".r

genes
_ nugleares

Transcripcion
et DNA

GF/

CARCINOGENESIS: SU DESCRIPCION
DESDE EL PUNTO DE VISTA
DEL CICLO CELULAR

La alteracién de reloj de ciclo celular,
en cualquiera de sus delicados y preci-
505 mecanismos de actuacion, da lugar
a la proliferacién celular normal incon-
trolada, (cdncer). Y por tanto cualquiera
de los fendmenos descritos: aumento de
los efectos estimulantes o disminucién
de los inhibidores, es responsable de
una alteracién de la normal homeosta-
sis tisular.

Aumento de factores de crecimiento
0 sus recepteres. Uno de los mecanis-
mos por el cual los tumores génito-uri-
narios mantienen una praliferacion ce-
lular incontrolada es por la estimulacién
autocrina de factores tales como el EGF
o el EGFr. En el cancer de prostata, tan-
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to en las lineas celulares andrégeno-
sensibles como en las andrégend-insen-
sibles, existe una sobre-produccion de
TGF-a vy EGFr, dando como resultado
una continuada proliferacion celular.
Asimismo en el cancer de vejiga se ha
demostrado una sobreexpresion de EGF
y EGFr, tanto mas elevados los niveles
cuantc mds invasor sea el tumor, con
menor tiempo libre de recidiva.

Sobreexpresion de TGF-B1. La ma-
yor parte de los tumores génito-urina-
rios presentan aumento de TGF-B1, pe-
ro con reducida sensibilidad a los
efectos inhibitorios sobre el crecimien-
to. En el cancer de prostata, al progresar
el tumor, las células adquieren resisten-
cia a los efectos inhibitorios del creci-
miento del TGF-B1, especialmente en
los casos avanzados. Asi pues en fugar
de inhibir el crecimiento tumoral, lo po-
tencia. Por otra parte, el TGF-B1 es un
factor angiogénico y anula el efecto del
sistema inmune del huésped. Asi pues
su sobreexpresion equivale a progresién
tumoral y conducta muy maligna del tu-
Mmor.

Mutacion del proto-oncogen ras
p21. Su sobreexpresion 0 mutacién es
responsable de una permanente estimu-
lacion de la cascada de sefales intrace-
lulares. Los distintos miembros de [a fa-
milia ras (Ha-ras, Ky-ras, N-ras) son
sobreexpresados en muchos tumores.
En e} cancer de prdstata se presenta so-
breexpresion de ras p21 en estadios
avansados, especialmente en los metas-
tasicos. También es bastante frecuente
una elevacién de ras p21 en el cdncer
vesical de alto grado, siendo también
comun una elevacién de ky-ras y n-ras
en los tumores testiculares, no habidn-
dose demostrado mutaciones del gen



ras en los tumores renales.

Sobreexpresion del proto-oncogen ¢-
mye. También es bastante comdn en los
tumores uroldgicos. La sobreexpresidn
del oncogen c-myc hace que ei ciclo
celular no se detenga en los puntos de
control, B} 67% de las piezas de prosta-
tectomia radical por céncer de préstata
presentan elevacién de c-myc, siendo
del 86% en el cancer vesical G3 vy del
73% en el cancer renal, no habiéndose
demostrado  sobreexpresién en os tu-
mores testiculares.

Aumento de ciclinas. Se ha demos-
trado aumento de ciclina [ en el can-
cer vesical y en el cancer renal. La so-
breexpresion de ciclina D, lieva a la
persistencia de la hiperfosforilizacisn
del pRb, por lo que no se detiene el zi-
clo celuiar en el punto G,.

Mutacién o pérdida del gen supresor
pRb. La mutacién o pérdida del gen
pRb da lugar a una incapacidad de de-
tencién del ciclo celular en el punto de
restriccion. Se encuentra dicha altera-
cién en gran nimero de cdnceres e
prostata, en 1/3 de los umaores vesicalas
{especialmente en el tipo invasor) sien-
do rara esta alteracién en el cancer rz-
nal y en los tumores testiculares.

Mutacién o pérdida del gen supresor
p53. La mutacidén del proto-oncogen
P53 da lugar 2 una proteina distinta ce
la gue normalmente produce. En fugar
de producir la proteina p53 *Wild Type”
produce una proteina mucho mas esta-
bie por lo que puede ser detectada por
inmunohistoguimica,

El alto riesgo de transformacién ma-
ligna en ausencia de p53 se debe pro-
bablemente a una menor oportunidad
de reparar el DNA alterado vy a la inca-
pacidad de eliminar por apoptosis las
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células que no pueden ser reparadas.

Gran nimero de canceres humanos
presentan mutaciones de p53: el céncer
de prostata en estadios avanzados, los
canceres vesicales infiltrantes y/o de al-
to grado, siendo en cambio més raro el
de carcinoma renal y en los tumores
testiculares tipo seminoma.

Un factor que puede contribuir a la
curabilidad de algunos tumores por las
drogas quimioterapicas es la posibilidad
de gue estos agentes produzcan una ra-
pida apoptosis por ser lesionado el
DNA de fas células con p53 normal. Es

—

mutacién del
protooncogen p

crecimiento
’ celatar

srdid .
ida de los "incontrolado

2 genes pS3

decir, ante una célula tumoral pero con
p53 normal la quimioterapia puede dar
lugar a la apoptosis celular y por tanto
la curacién del paciente. Si en dicha

Papel de) p53 en la quimioterapia antitumoral 1
- . ;é ;é é[curaciérl)

- w» »

Tm con p&3 X
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poblacion de células tumorales existen
algunas con mutacion del gen p53, ia
accién de la quimioterapia destruird por
apoptosis las células con p53 normal
pero las que presenten el p53 mutado
son resistentes a la quimioterapia, obte-
niéndose una disminucion del volumen
del tumor, con posterior recidiva tumo-
ral por progresién de la poblacion no
sensible a la quimioterapia.

RESUMEN

La presentacion realizada permite
poder entender la terminologia utilizada
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