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INTRODUCCION

EI principal reto en oncologia es el diagndstico precoz.
Para ello es preciso establecer el riesgo que determinadas
células tienen de sufrir transformacién maligna. Actual-
mente la deteccién de pdblaciones celulares con un ries-
go alto de transformacién maligna depende en gran ma-
nera de la determinacién de alteraciones histolégicas
catalogadas con mayor o menor acierto como lesiones pre-
neoplasicas. Sin embargo, es posible que préximamente
nuevos datos moleculares puedan afiadirse a los histol6-
gicos y podamos hacer una mejor caracterizacién de sub-
grupos bioldgicos de riesgo. :

Por tanto es preciso tener presentes 1os conocimien-
tos actuales sobre la transformacién maligna o proceso
carcinogenético. Las neoplasias hematégenas como los
linfomas y las leucemias, asi como algunos tumores de
partes blandas, son el resultado de un nimero reducido
de alteraciones genéticas, habitualmente translocacio-
nes, que son suficientes para provocar la transformacion
maligna. Sin embargo, la mayorfa de fas neoplasias no
hematégenas requieren la acumulacién de numerosas al-
teraciones genéticas en las que se van a activar oncoge-
nes e inactivar genes supresores de tumores o genes que
regulan la apoptosis. En condiciones fisioldgicas estos
numerosos genes alterados codificaban proteinas que en
su mayoria regulaban funciones cruciales de la célula
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como el ciclo celular, en ocasiones complementarias y
que podrian compensarse parcialmente a medida que se
van alterando los diferentes genes. Probablemente la
transformacién maligna representa un proceso irreversi-
ble en que la acumulacién de alteraciones ha superado
los mecanismos-compensadores y correctores de la célu-
la (1). Mientras se van acumulando las alteraciones so-
madticas genéticas que constituyen la carcinogénesis las
células podrian o bien no presentar alteraciones histols-
gicas o bien presentar cambios morfolégicos o fenotipi-
cos reconocidos como lesiones preneopldsicas en el estu-
dio anatomopatolégico. Como veremos en esta revision,
se han detectado alteraciones somdticas genéticas en di-
ferentes lesiones preneoplésicas e incluso en células his-
tolégicamente normales. La caracterizacion de estas al—
teraciones en dichas células podria permitir definir sub-
grupos bioldégicos en lesiones histolégicamente simila-
res con diferente potencial de transformacién malignd.

ALTERACIONES SOMATICAS
GENETICAS EN LESIONES
PRENEOPLASICAS

|

Diferentes tipos de mutaciones pueden alterar genes:
mutaciones puntuales, deleciones, amplificaciones, inser-
ciones, translocaciones o inversiones. Dos familias prin-
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cipales de genes desempeiian un papel fundamental en la
carcinogénesis: los oncogenes y los genes supresorés de
tumores. Los oncogenes mas frecuentemente alterados en
el cancer son K-ras v c-myc. Los genes supresores de tu-
mores mas importantes parecen ser p33, Rb, p16 y APC/
MCC. Una mutacién puntual en un alelo puede ser sufi-
ciente para codificar una oncoproteina mutada y activar
un oncogén, mientras que la inactivacién de los genes su-
presores de tumores requiere la alteracién de ambos ale-
los. Determinados genes supresores de tumores. como,
se inactivan frecuentemente por la teoria de Knudson, que
exige la delecién de uno de los dos alelos. materno o
paterno, y la inactivacién del restante mediante mutacién
puntual (2). Otros, como p/6, se inactivan frecuentemen-
te por deleciones homocigotas (3). La deteccién de la
delecidn alélica constituye un método indirecto pero rapi-
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do y eficaz de sugerir la presencia de un gen supresor
importante en la evolucién de una determinada neoplasia,
ya que la deteccién de mutaciones puntuales es técnica-
mente mds complicada y puede requerir el estudio de
diferentes exones del gen. Desde esta perspectiva vamos
a revisar las principales alteraciones genéticas descritas
en lesiones preneoplésicas.

En primer lugar analizamos la incidencia de mutacio-
nes puntuales en lesiones preneopldsicas. Las mutaciones
puntuales mas frecuentemente descritas en neoplasias
humanas afectan al oncogén K-ras y al gen supresor p33.
Se han descrito mutaciones de K-ras en diferentes lesio-
nes preneopldsicas, siendo en los adenomas de colon, en
la colitis ulcerosa y en las displasias de vejiga donde pare-
cen tener mayor incidencia (4-6). Sin embargo existen
amplias divergencias entre diferentes estudios, probable-
mente debidas a diferencias metodolégicas, y§ su papel
como factor predictivo de la transformacién maligna no
ha podido establecerse de manera convincente. También
se han descrito mutaciones de K-ras de manera ocasional
en el eséfago de Barrett, la displasia géstrica, las neo-
plasias intraepiteliales de cérvix y la hiperplasia endo-
metrial atipica (7-10). Se han observado mutaciones del
gen supresor de tumores p53 en la metaplasia de Barrett,
el esofago de Barrett con displasia y adenomas de colon,
con una incidencia que en algunos estudios con series
pequefias alcanza el 60% (11-13). También ocasional-
mente se han descrito en diferentes lesiones preneoi)lé—
sicas gastricas, de cabeza y cuello, pulmén, mama e
incluso en la mucosa peritumoral de un hipernefroma
(14-17). Mutaciones de otros oncogenes, Como ¢-myc, v
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otros genes supresores de tumores, como pl6 o APC/
MCC, son excepcionales, aunque mutaciones de estos
dos tltimos genes supresores se han descrito en eséfa-
gos de Barrett y adenomas de colon, respectivamente,
como analizamos mas adelante (18, 19).

Por Jo tanto, la deteccion de mutaciones puntuales en
lesiones preneopldsicas tiene una incidencia muy baja
en la mavoria de los estudios efectuados hasta el mo-
mento {con la excepcion de tasas de incidencia elevadas
en algunas cortas series de lesiones preneoplasicas de
colon, vejiga y esdfago), presenta grandes dificultades
metodoldgicas y tiene escasa significacion prondstica.

Lds amplificaciones de diferentes genes, general-
mente relacionadas con factores de crecimiento o regu-
ladores del ciclo celular como la ciclina D1, son real-
mente excepcionales, aunque posiblemente dificultades
técnicas para su deteccién en lesiones prencoplasicas
contribuvan a ello (20).

Dentro de las diferentes alteraciones genéticas que
intervienen en el desarrollo y la progresién neopldsica,
las deleciones alélicas en diferentes regiones cromosé-
micas podrian tener gran importancia prondstica por su
frecuencia y facilidad de deteccion (Fig. 1). De hecho se
han descrito en un gran niimero de lesiones preneopldsi-
cas, lo que permite sugerir que son un acontecimiento
genético temprano en el proceso de alteracion de los
diferentes genes, fundamentalmente de los genes supre-
sores de tumores. Algunas deleciones de locus determi-
nados serfan frecuentes en la carcinogénesis de neopla-
sias de diversas localizaciones y otras més especificas de
determinados tipos de tumores. Esta elevada frecuencia
de deleciones obliga a centrar esta revision en algunos
grupos de neoplasias y sus lesiones precursoras. Anali-
zaimos con mayor detenimiento la carcinogénesis de ma-
ma, eséfago/estémago y pulmén, analizando los proble-
mas técnicos especificos del estudio de lesiones preneo-
pldsicas. revisando la literatura y resumiendo los resul-
tados ebtenidos por nosotros mismos y otros grupos con
que hemos colaborado y que participan en esta misma
linea de investigacion. !

Problemas técnicos del anadlisis
molecular de las lesiones preneoplasicas

Es muy importante separar grupos de células que po-
drian tener diferentes alteraciones moleculares dentro
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Figura 1. LOH detectado con' técnicas radiactivas. Los casos 1-4 muestran delecion de una de las dos bandas (alelos) presentes en las células
normales (columna N), que esta ausente en las células del tumor (columna T). El caso 5 muestra inestabilidad: un alelo varia en el tumor con res-

pecto a las células normales. -

incluso del mismo corte histolégico. Asi por ejemplo, en
una misma lesién podemos encontrar células normales,
inflamatorias o epiteliales, c€lulas con metaplasia sin
displasia, células con diéplasia y células neoplésidas in-
filtrantes. La técnica de microdiseccion que separa.y ob-
tiene células de cada uno de estos grupos es crucial para
saber a qué células corresponde el DNA que estamos
analizando y para compararlas unas con otras (Fig. 2).
Diferencias en la técnica de microdiseccién pueden ser
parte del motivo por el cual diferentes grupos investiga-
dores obtienen resultados dispares (21). |

Otro problema derivado del anterior es que si real-
mente queremos ser selectivos en las células que anali-
zamos, en muchos casos la cantidad de células vy DNA
obtenidos es muy reducida. Ello obliga a que la mayoria
de los estudios se realicen con técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para un maximo'aprove-
chamiento es conveniente optimizar al méximo las con-
diciones y si es posible desarrollar técnicas de PCR muil-
tiple que permitan analizar varias regiones cromosémicas
en la misma reaccién. Por este mismo motivo el estudio
de deleciones es mds facil de llevar a cabo que el de mu-
taciones puntuales en diferentes exones de un gen o el es-
tudio de amplificaciones que requieren una importante
cantidad de DNA para realizar una técnica de Southern-
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blot: Posiblemente otros métodos en desarrollo, como la
PCRf en tiempo real, puedan permitir en el futuro obviar

la realizacidn de esta dltima técnica.

Mama

En las lesiones de mama se han realizado grandes es-
fuerzos tratando de determinar las alteraciones sométicjas
genéticas que pudieran diferenciar subgrupos de riesgo,
representando por ello un excelente ejemplo de los cono-
cimientos actuales y perspectivas futuras de aplicacion de
estos estudios moleculares. Existen dos modelos ca1cmo—
genéticos bien definidos: el primero evolucionaria desde
la hiperplasia ductal atipica a carcinoma ductal in situ y a
carcinoma ductal infiltrante, y el segundo desde 1a hiper-
plasia lobulillar atipica al carcinoma lobulillar in sift ¥
carcinoma lobulillar infiltrante. En éstas y otras lesiones
benignas de mama se ha observado que las mutaciones de
K-ras son muy infrecuentes, al igual que las de p33
Como ejemplo. Millikan y cols. (22) solamente encontra-
ron cinco casos de mutacidn de p53 entre los 6805 anali-
zados. Un dato interesante aportado por la patologia
molecular es que tanto las hiperplasias ductales atipicas
como el papiloma intraductal parecen ser lesiones mono-
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Figura 2. Microdiseccién de diferentes grupos de células dentro det mismo corte histolégico. Se representa como se obtienen diferentes grupos de
células neoplasicas, en este caso de un esofago de Barrett. A) El corte antes de [a microdiseccion. B) La misma regién de la imagen A tras haber-
se disecado dos glandulas: una méas profunda, superior, y otra mas alargada que llega hasta la superficie. ‘

clonales (23). Los estudios de pérdida de heterocigosidad
son los tinicos que encuentran alteraciones genéticas en
un porcentaje importante de casos, siendo las regiones
cromosémicas mas frecuentemente delecionadas 3p, 11q
y 17p (24, 25). [En diversos trabajos coordinados por
Merino y cols. (26, 27) se encontraron frecuentes delecio-
nes en 11ql3 que afectaban al 67% de los carcinomas
ductale$ infiltrantes, 71% carcinomas ductales in situ,
50% de los carcinomas lobulillares infiltrantes ¥ menor al
10% en hiperplasias ductales atipicas, carcinomas lobuli-
llares in situ e hiperplasias lobulillares atipicas. Dentro de
cada uno de estos grupos, las deleciones permitian esta-
blecer subgrupos bioldgicos de peor prondstico, ya que
eran mds frecuentes en carcinomas ductales de bajo grado
histolégico que en los de alto grado y en las zonas de
hiperplasia lobulillar atipicas préximas a dreas de carci-
noma que-en las hiperplasias aisladas (26-28).

A pesar de estos datos puntuales, estas determinacio-
nes todavia estan lejos de permitir una importante apor-
tacién al prondstico del potencial maligno de las lesio-i
nes preneopldsicas de la mama. ‘

Estédmago y eséfago

En estas localizaciones se pueden establecer dos mode-
los carcinogenéticos: uno que abarcaria desde el eséfa-
go de Barrett con y sin displasia hasta el adenocarcino-
ma de eséfago, y otro desde la metaplasia intestinal y la
displasia hasta el adenocarcinoma gastrico.

Las, mutaciones puntuales del oncogén K-ras tam-
bién son infrecuentes en estas lesiones. En un amplio es-
tudio de Trautman y cols. (29) se encontraron mutacio-
nes en 1/252 eso6fagos de Barrett sin displasia y en 4/105
casos con displasia. Como hemos mencionado anterior-
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mente, solo las mutaciones de p53 en algunas cortas se-
ries parecen ser frecuentes. Casson y cols. (13) encuen-
tran’ mutaciones en 6/10 eséfagos de Barrett sin displa-
sia grave. pl6 es un gen supresor de tumores que parece
desempeflar un papel importante en la carcinogénesis
del esofago, con un 23% de mutaciones en adenocarci-
nomas segun un estudio de Barrett y cols. (19). Otro im-
portante gen supresor en neoplasias digestivas es el gen
de la Poliposis Adenomatosa de Colon (APC/MCC),
habiéndose detectado miutaciones puntuales en uno de
los dos alelos del gen en.adenomas de colon y adenomas
planos géstricos (32, 33). ‘

Las deleciones son, de nuevo, la alteracién genética
mds frecuente en lesiones preneoplésicas. Las delecio-
nes alélicas de la regic’)h cromosOmica donde asienta el
gen APC/MCC son relativamente frecuentes en las
lesiones de colon, estémago y eséfago de Barrett, al
igual que las deleciones.en 9p, 11q, 17p y 1:8q (30-33).
Concretamente, las deleciones en 9p21, el locus del gen
supresor p/6, se han de$crito en un 75% de los adeno-
carcinomas de eséfago, afectando en el 100% de dichos
casos a la mucosa de Barrett adyacente (19).

Nosotros hemos detectado deleciones en 5q21, el
locus del gen APC/MCC, un 25% en metaplasias intes-
tinales gastricas, un 33% en displasias géstﬁcas leves-
moderadas y un 84% en'adenocarcinomas gdstricos. En
el ‘eséfago se determinaron deleciones en un 50% de
adenocarcinomas pero, de nuevo, estaban presentes en
el 100% de los casos enla mucosa de Barrett adyacente
(34, 35). ‘

Estos datos permiten sugerir que la determinacién de
las deleciones en 5921, 9p21 y 17p podrian servir para
definir subgrupos bioldgicos de eséfagos de Barrett con
diferente riesgo de transformacién maligna. ‘

Pulmoén

En el cancer de pulmén; aunque los modelos carcino-
genéticos estdn peor definidos, es posible buscar altera-
ciones somdticas genéticas en una mucosa morfoldgica-
mente normal, lesiones metaplésicas y displasicas.. Ade-
més estas determinaciones pueden hacerse en citologias,
esputos, lavados y cepillados.

De nuevo, revisando la literatura encontramos que las
mutaciones puntuales de K-ras y p53 son infrecuentes en
lesiones preneoplasicas (36, 37). Sin embargo, se ha de-
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mostrado su presencia en citologias. En un estudio desa-
rrollado en el Hospital Johns Hopkins algunos autores en-
contraron mutaciones de p33 en esputos de pacientes que
luego desarrollaron carcinomas pulmonares, pero la inci-
dencia fue muy baja: sélo ocho casos de todas las mues-
tras de esputo recibidas durante un periodo de ocho afios
(38). Los estudios de pérdidas alélicas son nuevamente
los que encuentran unas tasas de incidencia mds elevadas
en lesiones preneopldsicas. Las regiones cromosomicas
mads frecuentemente implicadas son 3p (cromosoma que
parece ser muy importante en la carcinogénesis pulmo-
nar), 5q 9p, 13q y 17p (39, 40). De estos estudios desta-
ca el'de Thiberville y cols. (41), que analiza de manera
combinada diferentes regiones cromosdmicas. Los auto-
TEes ‘e‘ncontraron deleciones frecuentes en 3p, 59 y 9p, que
analizadas de manera independiente no tenian una imp(br—
tancia prondstica muy relevante pero que cuando coin-
cidfan en un mismo paciente si permitian caracterizar de
manera m4ds contundente un elevado riesgo de transfor-
macién maligna. :

Nosotros hemos encontrado hasta un 33% de casos
de mucosa bronquial hiStolééicamente normal adyacen-
te a células neoplésicas que presentaban pérdidas aléli-
cas en 3p y 5q (datos adn no publicados).

CONCLUSIONES |

Hemos revisado c6mo pueden encontrarse alteraciones
somdticas genéticas en lesiones preneopldsicas. Estas élf
teraciones incluyen principalmente mutaciones ocasiona-
les del oncogén K-ras, asi como mutaciones y deleciones
relativamente frecuentes en diversas regiones Cromos6-
micas relacionadas con genes supresores de tumores. La
importancia de estos hallazgos nos obliga a efectu;ar
esfuerzos que permitan avanzar en el diagnéstico precbz
del céncer. Para ello el siguiente paso es dirigir nuestras
investigaciones a tratar de demostrar subgrupos con dife-
rente riesgo de malignizacién en grupos homogéneos de
lesiones consideradas preneopldsicas o en biopsias y cifo—
logias histolégicamente ﬁonnales, que podrian llegar a
nuestras manos ¥ permitirnos explorar el proceso carci-
nogenético que dichas células han recorrido.

Dos hechos suponen en principio el mayor obsticulo
para avanzar hacia esa meta aparentemente utépica de
establecer el riesgo biolégico de transformacién malig-
na. En primer lugar, la complejidad del proceso carcino-
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genético: no hay una tdnica secuencia de alteraciones
genéticas que desencadena el cdncer sino un complejo
entramado de interacciones de diversos genes, lo que, en
nuestra opinidén, condena al fracaso a aquellos proyectos
para determinar factores prondstico en los que no se ana-
licen simultdneamente varios de estos genes. En segun-
do lugar, la cantidad de DNA que debemos obtener
mediante la técnica de microdiseccidn debe ser limitada
para ser rigurosos en la seleccion de las células a anali-
zar. En este aspecto la funcién del patdlogo es funda-
mental.

Para tratar de obviar los inconvenientes anteriormen-
te mencionados, debemos centrar nuestros esfuerzos en
la determinacion de las alteraciones genotipicas frecuen-
tes y relativamente sencillas de analizar. Las deleciones
alélicas parecen ser las alteraciones somdticas genéticas
mas frecuentes en lesiones‘1 preneopldsicas. Probablemen-
te, el estudio de mutaciones puntuales en oncogenes y ge-
nes supresores de tumores tenga en general tasas de inci-
dencia demasiado bajas para poder establecer una impor-
tancia pronéstica. Por otro lado, el estudio de deleciones
permite obtener un maximo rendimiento de la escasa can-
tidad de DNA obtenida en las lesiones preneopldsicas y
analizar varias regiones cromosémicas simultdneamente.
Si aceptamos la carcinogénésis como un proceso de varios
pasos donde es mas importante la acumulacién de altera-
ciones genéticas que el orden en que ocurren, debemos
proseguir las investigaciones en la direccién de crear pane-
les que permitan detectar la acumulacién de alteraciones
en varios genes clave en el mismo grupo de células.

En funcién de los datos previamente expuestos pode-
mos sugerir dos paneles que, aparentemente, podrian
identificar subgrupos biolégicos de células con un alto
riesgo de transformacién maligna: la determinacién de
deleciones en 5q21, 9p21 y 17p en es6fagos de Barrett,
y la determinacidn de deleciones en 3p, 5q y 9p en lesio-
nes preneoplésicas pulmonares.

Es posible que en el futuro la interaccién del patélo-
go con las células le exija no s6lo detectar alteraciones
histoldgicas fenotipicas sino aplicar éstos u otros pane-
les para determinar alteraciones somadticas genéticas en
grupos de células seleccionados cuidadosamente con
técnicas de microdiseccion.
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