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INTRODUCCION

Las alteraciones molecuiares relacionadas con la apari-
cién y el desarrollo del proceso neopldsico pueden resu-
mirse en dos grandes grupos: la activacién de los proto-
oncogenes (que se convierten en oncogenes) y la inacti-
vacién de los genes supresores. A su vez, los protoonco-
genes se pueden subdividir en varios grupos: factores de
crecimiento, receptores de los factores de crecimiento,
transmisores y factores nucleares. Los mecanismos in-
ternos que producen estas alteraciones se resumen en
mutaciones puntuales, reordenamientos, amplificacio—
nes y deleciones. Estos cambios conducen a aumentos o
pérdidas de la expresion o de la actividad tanto de los
oncogenes como de losi genes supresores. Las conse-
cuencias dependen de la funcién y del grado en que ésta
se ve alterada por el cambio génico.

ONCOGENES
EGFR

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epider-
mal Growth Factor Receptor; EGFR, erbB—l) es una

fosfoglucoproteina de 170.000 D con actividad tirosin-
cinasa codlﬁcada por un gen localizado en 17q2l. Acttia
como receptor para factores de crecimiento extracelula-
res, entre ellos el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
y el factor de crecimiento y transformacién o (TGF-o).
La unién al ligando extracelular provoca la dimeriza-
cién v la activacién tirosincinasa, 1a autofosforilacién y la
unidn y posterior fosforilacién de proteinas diana intra-
celulares. Segiin parece, reordenamientos de los extremos
amino o carboxilo activan el potencial transformante,
quizds eliminando las regiones reguladoras dando lugar a
un estado de permanente activacion, de un modo pareci-
do a lo que ocurre con las mutaciones activadoras de ras.
Aunque se ha demostrado;la presencia de amplifica-
ciones de EGFR en cultivos celulares y tumores de cabe-
za y. cuello, los estudios realizados en carcinomas de
laringe se han basado en el aumento de su expresion de-
tectado inmunohistoquimicamente, ya que se ha referido
por diversos autores que la amplificacion génica se acom-
pafia:de sobreexpresion (1-3). El resultado evidencia que
existe un aumento de la expresién del EGFR en carcino-
mas de laringe al compararlos con la mucosa normal, sin
relacion con el tamafio tumoral pero si con el grado his-
tolégico, de modo que los tumores peor diferenciados
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muestran una mayor expresién (4). En modelos experi-
mentales, el aumento de la expresién de EGFR coincide
con la adquisicién de caracteristicas invasivas (5).

Respecto al papel de los ligandos extracelulares en el
proceso oncogénico, el EGF es una proteina de 6000 D
descrita en 1962 por Cohen (6) cuya capacidad mitogé-
nica estd mediada a través del EGFR. Reiss y cols. (7)
han descrito que los queratinocitos tumorales, a diferen-
cia de los no neopldsicos quiescentes, secretan TGF-o. a
modo de factor autocrino sin necesidad de que haya
mitégenos en el medio de cultivo. También experimen-
taron el uso de anticuerpos anti-EGFR para inhibir el
crecimiento tumoral, lo que se consiguié aproximada-
mente en un 50%, ofreciendo una posible aproximacién
terapéutica.

c-erb-B2, Her-2, neu

Es una protefna transmembrana de 185.000 D con homo-
logia al EGFR, codificada por un gen situado también en
17q21. Este gen ha sido intensamente estudiado en el car-
cinoma mamario, donde se encuentra frecuentemente
amplificado, hecho que se relaciona con un alto indice de
recidivas tempranas. Los trabajos inmunohistoquimicos
sobre carcinomas de cabeza y cuello no han podido
demostrar una relacién parecida (8, 9).

ras

En la investigacion sobre los mecanismos moleculares
del proceso neoplasico, una familia de genes ha apareci-
do repetidamente 1mplicada. Se trata de la superfamilia
ras. Este acronimo proviene de ratr sarcoma, ya que ori-
ginalmente se identificaron como los elementos trans-
formantes de las cepas Harvey y Kirsten de los virus del
sarcoma de la rata, portadoras de los genes celulares
H-ras-1'y K-ras-2, respectivamente. Los genes de esta
familia muestran un elevado grado de conservacién evo-
lutiva, hasta el punto de que la transfeccién de ras
humano en levaduras defectivas para este gen recupera
la viabilidad de las colonias. Ello induce a pensar que la
funcién del ras en las células normales, aunque no bien
conocida, debe ser fundamental.

Se han identificado tres genes 7as en humanos: los dos
ya descritos, localizados en 11pl5 y 12p12, respectiva-
mente, y N-ras, identificado en la linea del neuroblasto-
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ma humano NIH 3T3, localizado en 1p22-p32, ademas
de al menos dos pseudogenes (H-ras-2 'y K-ras-1). Los
tres genes ras codifican proteinas de 21 kD que unen
nucledtidos de guanina y tienen actividad GTPasa, con
un elevado grado de homologia entre ellas.

El cardcter oncogénico de ras se obtiene a través de
mutaciones activadoras (localizadas de forma casi
exclusiva en los codones 12, 13y 61), 0 en menor grado,
asociado a la sobreexpresion de la proteina. Las muta-
ciones activadoras (fundamentalmente el cambio de la
glicina del codén 12 por otro aminodcido, excepto la
prolina) comportan un estado de activacién permanente.
En condiciones normales, las proteinas ras estdn unidas
a la superficie interna de la membrana celular y se unen
a GDP. Por un mecanismo estimulador no bien conoci-
do, p21™ se activa, intercambiando la molécula de GDP
por otra de GTP. Esta forma activa emite una seiial y
posteriormente pierde el estado activado, defosforilando
a GTP. Las formas mutantes tienen una capacidad de
unién a GDP menor pero conservan la conformacién
activada aun en ausencia de estimulos.

Se acepta que en el carcinoma de laringe, al igual que
en el conjunto de los carcinomas escamosos de cabeza y
cuello y otras localizaciones, las mutaciones ras son un
fenémeno infrecuente (10), aunque Anwar y cols. (11),
en un trabajo que ha recibido criticas en la interpretacién
de los resultados, describieron un 51% de mutaciones en
carcinomas laringeos. En el mismo sentido, trabajds
publicados en China refieren prevalencias de mutacién
ras en carcinomas laringeos del orden del 30% (12, 13).
En cambio, el aumento de la expresién de las proteinas
de p21™ s es un fendmeno frecuente (14, 15) indepen-
diente de las alteraciones del gen (16).

En cualquier caso, parece que la capacidad de ras
para proporcionar el fenotipo transformado en las célu-
las del epitelio escamoso es inferior a la que demuestra
en los epitelios glandulares (17). Esto, junto a la identi-
ficacién de mutaciones ras en lineas celulares obtenidas
a partir de carcinomas escamosos carentes de mutacidn
en el tumor primario (18), hace pensar que ras actia
tardiamente.

bel-1/CCND1

En realidad, bcl-1 no es un gen sino una regién localiza-
da en 11q13, que participa de fendmenos de reordena-
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miento génico observados en linfomas. En esta region se
localizan, entre otros, los genes int-2 y hst-1. Se han
demostrado amplificaciones de estas secuencias (19-22)
en tumores y lineas celulares de cancer de cabeza y cue-
llo, pero no se ha podido demostrar la expresion de nin-
guna de ellos, asf que no parece muy probable que estos
genes sean la diana del fenémeno de amplificacién. Sin
embargo, en esta region también se encuentra el gen
PRAD-1, descrito asociado a un reordenamiento carac-
teristico de los adenomas de paratiroides {de ahi su nom-
bre, de parathyroid aden;oma) (23). PRAD-Iicodifica a
la ciclina D1. Las ciclinas son una familia amplia de
protefnas relacionadas con el control del ciclo celular
que deben su nombre a la variacion ciclica de su expre-
sién. Ciclina D1 es la subunidad reguladora del comple-
jo ciclina-cinasa dependiente de ciclina (en concreto,
ciclina D1 se une a cdk4), el cual incluye a‘pZIWAFl y
PCNA. Este complejo, mediante su actividad cinasa,
regula el estado de fosforilacién de la proteina del gen
del retinoblastoma y provoca la liberacién de los facto-
res de transcripcién necesarios para avanzar a lo largo
del ciclo celular, desde la fase Go a la fase S, entre los
que se encuentra c-myc.

Nuestro grupo ha podido demostrar que CCND1 (éste
es el nombre propuesto para el gen de la ciclina D1) se
encuentra amplificado y 'sobreexpresado en carcinomas
escamosos de laringe, dé modo que el mecanismo que
explica la sobreexpresion’ del gen es la amplificacién del
mismo. Ademds hemos observado que tanto Ja amplifica-
cién como la sobreexpresién de CCND1 se producen con
mis frecuencia en casos avanzados, sugiriendo que éstos
son fenémenos tardios en el proceso neopldsico (24).

c-myc

Los genes de la familia myc (formada por c-, -y n:myc)
son factores de transcripcién implicados en la prolifera-
cién y division celular, la diferenciacién y la apoptosis.

Se ha demostrado amplificacién de c-myc mediante
la técnica de Southern-blot en el 9% a 17% de carcino-
mas de cabeza y cuello (19, 25) y de n-myc en un 39%,
pero no de I-myc. La sobreexpresion de c-myc detecta-
da mediante inmunohistoquimica se encuentra aproxi-
madamente en un 50% de casos, con resultados contra-
dictorios en cuanto a sﬁ posible relacién con factores
prondstico o de agresividad tumoral (26).
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Figura 1. Participacion de varios elementos implicados en el control
del ciclo celular en el desarroilo y la progresion del carcinoma esca-
moso de laringe. Asi, las alteraciones que producen un incremento de
fa expresion de p53 ocurren ya en l;esiones que no demuestran un
caracter neoplasico, aungue probablemente participan en el proceso
de la transformacion. Sin embargo, no parece que las alteraciones de
p53 confieran una ventaja proliferativa adicional. A diferencia de p53,
la amplificacién y sobreexpresion de la ciclina D1 ocurre en casos
avanzados y puede encontrar la colaboracién de las alteraciones de
p16N4e Por su parte. la expresion de p21WAF! est4 relacionada princi;
palmente con Ia diferenciacion celular tumoral, pero no con la progre-
sién del carcinoma. - '

GENES SUPRESORES
p53

Desde su descubrimiento en 1979 (27, 28), p53 se ha
convertido en la molécula con mayor implicacién.en el
desarrollo de neoplasias humanas (Fig. 1). La deteccién
inmunohistoquimica de p33 en tumores pero no en teji-
dos normales aboné la creencia de que se trataba de un
oncogén. Al profundizar en el conocimiento del gen, se
descubrié que la proteina acumulada en los tejidos
tumorales se debia a la presencia de una mutacion del
gen de TP53 que estabilizaba la proteina, alargando su
vida media permitiendo su acumulacién en el nicleo
celular y su deteccién inmunohistoquimica.
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p53 participa en el control del ciclo celular, la repara-
cién del DNA, la apoptosis y la conservacion de la inte-
gridad genémica, interaccionando con el DNA en forma
de tetrdmeros e induciendo la transcripcién de varios
genes (p21"4F!, MDM?2, bax, GADD45). El aumento de
la proteina nativa conlleva la parada del ciclo celular
antes de entrar en la fase de sintesis del DNA (a través de
p2 1"y permitiendo la reparacion del material genético
daflado o, alternativamente, induciendo los mecanismos
que llevan a la muerte celular por apoptosis. Asi pues,
TP53 es un gen con actividad supresora tumoral. Aunque
los genes supresores se consideran de cardcter recesivo
(en el sentido de que es necesaria la inactivacion de los
dos alelos para que se manifieste la pérdida del efecto
supresor), algunas mutaciones de 7P53 acttian de forma
dominante, ya que al unirse proteinas mutantes a protef-
nas con la estructura nativa los tetrdmeros formados
resultan inactivos (29, 30).

Globalmente se han detectado mutaciones de TP53
en el 50% de los canceres humanos (31). En el carcino-
ma escamoso de laringe, la prevalencia es del orden del
28% al 40% segtin algunos autores (10, 32). La muta-
cién no es el inico mecanismo de inactivacion de p53.
Proteinas celulares como MDM?2 (33) y las proteinas E6
de los virus del papiloma humano (HPV) son capaces de
inducir la degradacién de p53 con diversos grados de
eficacia, segin el tipo especifico de HPV (34, 35). Las
observaciones de diversos grupos, entre ellos el nuestro,
sugieren que las alteraciones de p53 son un fenémeno
temprano en la transformacién neoplésica en los carci-
nomas escamosos de laringe. Existe una falta de corre-
lacién con los grados de diferenciacién o extensién tu-
moral, a lo que se afiade que lesiones preneopldsicas
también son portadoras de alteraciones de p53 (36-40).
Hasta la fecha no se ha podido demostrar el valor pro-
néstico de las alteraciones de p53 en el carcinoma esca-
moso de laringe (39, 40). Ademas, es necesario tener en
cuenta que la acumulacién de proteina no es un marca-
dor seguro de mutacién de TP53. En nuestra experien-
cia, casos de carcinoma de laringe con mutaciones de
p53 que destruyen la estructura de la proteina (mutacio-
nes que cambian el patrén de léctura o mutaciones sin
sentido) y delecion alélica no muestran sobreexpresion
de p53. Asi, una inmunohistoquimica negativa, que se
interpretaria como un p53 normal, puede esconder en
realidad un caso en que la funcién de p33 estd comple-
tamente anulada. Reciprocamente, hemos encontrado ca-
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sos con intensa sobreexpresion de p53 en que la secuen-
cia del gen en las regiones conservadas (exones 5 a 9) no
ha mostrado mutacién alguna (41). En este sentido, re-
cientes estudios han demostrado acumulacién de p53 sin
evidencia de mutacién subyacente en linfomas (42),
gliomas (43) y carcinomas escamosos de cabeza y cue-
llo, incluidos los casos de laringe (44).

Inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclinas (CKIl)

p2 [ WAFVCIPVCAP20DIT fye 1a primera CKI identificada co-
mo un componente de los complejos cuaternarios de
ciclina/CDK/PCNA (45) regulado por p53 (46), con
actividad inhibidora de las cinasas dependientes de cicli-
nas (47) y de PCNA (48). Posteriormente se demostrd
que existen vias de activacién de p21™F7 distintas de
P33 (49). v que su expresién se correlaciona con dife-
renciacién terminal en diversos tejidos (50) . Estudios
recientes han demostrado la capacidad supresora tumo-
ral de p27"*! (51). Sin embargo, parece que la muta-
cién de p27"™#! en tumores humanos es un fenémeno
poco menos que excepcional (52-54).

Nuestro grupo ha estudiado la expresién de la protei-
na p2/"4f mediante inmunohistoquimica y de su RNA
mensajero mediante analisis de Northern-blot en los car-
cinomas escamosos de laringe. Los resultados fueron
sorprendentes, ya que la mayor parte de los tumores
expresan tanto la proteina como el RNAm de p2 "%/ en
cantidades similares o incluso superiores (en ocasiones
muy superiores) a las de la mucosa no tumoral. Esta
expresion es independiente de p53 ya que se detecta en
casos con anulacion completa de p53, pero muestra una
clara asociacién con el fendmeno de la diferenciacién
tumoral, ya que los tumores pobremente diferenciados
(grado IV de Broders) no expresan p21"*7/, e incluso en
los tumores que si la expresan las dreas mds pobremen-
te diferenciadas tienden a ser negativas (41). Estos resul-
tados nos hacen pensar que en el contexto del carcinoma
escamoso de laringe p2I1"™F/ no tiene una funcién de
gen supresor, o que la via supresora en la que se encuen-
tra no es funcional.

La familia de p21"*/ se completa con p275/F7 (55) y
p375%2 (56), que comparten homologia y funciones.

pIGINKATSI py [ SINKADTS? 1] QINKS ;1) TQINKA comsti-

tuyen una familia distinta de inhibidores de CDK espe-
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cificos para CDK4/CDKG6 (57-59). Tienen actividad su-
presora tumoral (de ahi su nombre de MTS, Multiple
Tumor Suppressor). Ntlesiro grupo ha fijado su interés
en pl6'NK* el miembro mejor caracterizado y estudiado
de la familia, como continuacion 16 gica del trabajo sobre
CCND1.

Se ha estudiado la f)resencia de mutaciones por
PCR-SSCP no radiactivo, seguida de la secuenciacion
de los casos positivos, y la existencia de delec1ones alé-
licas mediante el andlisis de la pérdida de la hetelozwo—
sidad de los microsatélites vecinos al gen de pI6™%+. A
diferencia de p21"4F, el comportamiento de pI6™%* si
resulta el esperado para un gen con actividad supresora
tumoral. En todos los casos con mutacién de pl 6INKda
ésta se acompafa de la delecion del otro alelo, de acuer-
do con el modelo de inactivacion de los genes supreso-
res propuesto por Knudson (60). Se detecta pérdida
de heterozigosidad en un nimero superior de casos al de
los que muestran mutacién, lo que nos lleva a creer que
en el proceso de inactivacién de p/6™*¥ la delec10n alé-
lica precede a la mutacmn (61).

Existen otros mecanismos conocidos de inactivacién
de p16™K4e como son la delecién homozigota [especial-
mente frecuente en lineas celulares (62)] y la hipermeti-
lacién del promotor (63).;Hemos analizado la prevalen-
cia de estas alteraciones en los carcinomas escamosos de
laringe (resultados remitidos para su publicacion), cuyo
principal mecanismo de inactivacion de pl6™VK# es la
mutacién acompafiada de la delecion alélica, seguida de
la delecién homozigota y de la hipermetilacién del pro-
motor (acompafiada también de la delecién del otro
alelo). La correlacién con la expresion proteica y del
RNAm de p/6/VK es excelente en los casos de delecién
homozigota y de hipermétilacién del promotor, pero los
casos mutantes pueden mostrar sobreexpresién o pérdi-
da de expresion (tanto en el andlisis de Western-blot
como en el de Northern-blor), por lo que los anilisis
limitados a la expresion;de pl6V5 (por ejemplo me-
diante inmunohistoquimica) pueden ser la causa de falsas
interpretaciones.

El descubrimiento de que el locus del gen de p 1M
incluye a dos transcritos distintos segdn el proceso de
maduracién del RNAm] por empalme alternativo de
exones 1o (que da origen a pI6/V54) o 1B (que da ori-
gen a pl19*%F en el modelo murino) con Jos exones 2y 3
de p16/¥K# unido al hecho de que pl9**" muestra acti-
vidad supresora tumoral mediante su interaccién con
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p53, ha venido a cuestionar cudl es la verdadera causa de
la actividad supresora tumoral del locus de pI6™k# (64),

Retinoblastoma

Como va se ha descrito previamente, la proteina del gen
del retinoblastoma tiene un papel central en el control de
la progresidn a lo largo del ciclo celular, en el paso entre
G, vy la fase S. El gen del retinoblastoma se localiza en
13q14 v codifica una proteina (pRb) de 105 kD, que en
estado de hipofosforilacién secuestra los factores de
transcripcién necesarios para la entrada en la fase S del
ciclo celular. La fosforilacién .de pRb, mediada por los
complejos de la ciclina D1, libera los factores de trans-
cripeién y permite la progresion. A este gen correspon-
de el honor de ser el primero descrito con actividad
supresora (60). ‘

Se han definido pocas mutaciones del gen del retino-
blastoma, ya que su enorme tamafio (consta de 27 exo-
nes repartidos a lo largo de mas de 200 kb y su RNAm
mide 4,5 kb) dificulta mucho su estudio. Por contra, se
han estudiado las deleciones, presumiendo que éstas
acompaifian a alteraciones del alelo restante (65). En car-
cinomas de laringe, los estudios de la pérdida de hetero-
zigosis de los marcadores relacionados con el gen del
retinoblastoma han dado como resultado que la delecion
ocurre en un 13% a 60% de los casos (66, 67). Las dis-
crepancias observadas impiden una valoracién de cudl
pueda ser el auténtico papel del gen del retinoblastoma
en la oncogénesis del carcinoma escamoso de laringe. }

Nosotros hemos encontrado expresion inmunohisto-
quimica de pRb en 36 de 37 carcinomas escamosos de
laringe (97%). Dada la dificultad que implica un andlisis
genético de Rb, los resultados de expresion indican que
la prevalencia de las alteracions de Rb en estos tumores
debe ser baja (61). ‘ ‘

Cadherina E

Ias cadherinas son una familia de moléculas de adhe-
sion celular dependientest del calcio. La cadherina E es
especifica del epitelio y en condiciones normales se
expresa en las células del epitelio escamoso. Un estudio
inmunohistoquimico en carcinomas escamosos de larin-
ge ha demostrado que la pérdida de expresion se corre-

laciona con la pobre diferenciacion tumoral, y que las
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metdstasis ganglionares son negativas en ocho de nueve
casos. Los resultados inmunohistoquimicos se han con-
firmado mediante el andlisis de Western-blot (68). Estos
resultados sugieren que la cadherina E tiene actividad
supresora, cuya pérdida se asocia a la desdiferenciacion
tumoral y a la capacidad metastdsica.

NME1, NM23

El interés en el gen supresor de metéstasis NME], loca-
lizado en 17q22, radica en que, en el cdncer de colon, las
deleciones alélicas, detectadas mediante estudios de pér-
dida de heterozigosis, se asocian al hallazgo de metésta-
sis (69). Nuestro grupo también demostré una asocia-
cion con un periodo libre de enfermedad mas corto y una
supervivencia menor (70). El grupo de Scholnick (66)
investigd la pérdida de heterozigosis para NME! en cén-
ceres supragléticos, observando una baja prevalencia
(7%), sin poder demostrar relacién con la diseminacion
metastasica ni la supervivencia, aunque el tamaiio de la
muestra (37 pacientes) quizas era escaso.
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