
E ISTA D
"

IAL AD M A - M DIC A
CATALUNYA

VOLUM 13 - NÚMERO 2 - 1998



 



REVISTA DE LA
"-

REIAL ACADEMIA DE MEDICINA
DE CATALUNYA

I

------------�_� :I
VOLUM 13 - NÚMERO 2 - 1998



 



PRESIDENT: josep Laporte i Salas

VICEPRESIDENT: josep A. Salvà i Miquel
SECRETARI GENERAL: jacint Corbella i Corbella

VICE-SECRETARI: Francesc Climent i Montoliu

SECRETARI D'ACTES: Alfons Gregorich i Serrat

TRESORER: joaquim Tornos i Solana

BIBLIOTECARI: josep M. Massons i Esplugas
VOCAL: jordi Sans i Sabrafèn

ARXIVER: josep Esteve i Soler

PRESIDENT D'HONOR: Moisès Broggi i Vallès

REVISTA DE LA
"

REIAL ACADEMIA DE MEDICINA
DE CATALUNYA

JUNTA DIRECTIVA DE LA REIAL ACADÈMIA

CONSELL DE REDACCIÓ DE LA REVISTA

DIRECTOR: Màrius Foz i Sala

REDACTOR EN CAP: Nicolau Barquet i Esteve

SECRETARI DE REDACCIÓ: Ferran Nonell i Gregori
CONSELL EDITORIAL: jacint Corbella i Corbella

Josep M. Dexeus i Trias de Bes

Rafael Esteve de Miguel
joan Sabater i Tabella

Jordi Sans i Sabrafèn

joaquim Tornos i Solana

REDACCiÓ: Ediciones Doyma, SA Travessera de Gràcia 17-21. 2on.

08021 Barcelona

Imprès per EDIM, S.CCl. • Dipòsit legal: B-29.160-98 • ISSN: 113B286 Rev. R. Acad. Med. Catalunya



 



-REVISTA DE LA
"

REIAL ACADEMIA DE MEDICINA
DE CATALUNYA

SUMARI VOL.13 Núm.2 MAIG-AGOST 1998

EDITORIAL

A les portes d'un nou segle i cap al final d'un llarg camí

J. Sans-Sabrafen

61

COL·LOQUI: BIOLOGIA MOLECULAR DEL CÀN.cER

Oncogens i antioncogens
A. Cardesa

63

Mecanismes moleculars en el càncer de còlon

E. Campo

69

Alteracions moleculars associades als tumors de bufeta urinària

C. Cordon-Cardo

75

Biologia molecular del càncer de pàncrees
G. Capellà i F. Lluís

84

Bases moleculars del càncer de mama

PL Fernández

89

VIDA ACADÈMICA 93



 



A LES PORTES D'UN NOU SEGLE I CAP AL FINAL
D'UN LLARG CAMÍ

Editorial

Tot just comenci el nou segle es compliran 100 anys de la pri­
mera fita terapèutica específica important de la lluita de l'ho­

me contra les malalties neoplàstiques. La radioteràpia, en

efecte, introduïda ben al començament d'aquest segle, acon­

seguia aleshores els seus primers resultats, que hom contem­

plava amb sorpresa i esperança. Constituïa el primer pas im­

portant d'aquest llarg camí que, amb interrupcions més a

menys perllongades, aniria conduint a l'esclat de progressos
que estem vivint actualment. I quan diem esclat ens referim

concretament a la biologia molecular, la qual, amb un cons­

tant i profund avenç, ens està descobrint les bases genèti­
ques que condicionaran, sens dubte, la futura terapèutica on­

cològica.
Des de l'esmentada introducció de la radioteràpia fins que dis­

posàrem dels primers citostàtics, que permetien contemplar
el tractament de la malaltia estesa, passaren més de 40 anys.
Durant aquestes llargues dècades, l'home s'ho enginyà per
treure el millor partit possible de la primera arma de quE dis­

posava, però, si hom fa excepció de determinats processos lo­

calitzats, les victòries que s'aconseguien, quasi sempre amb el

decisiu ajut de la cirurgia, eren força limitades. En aquesta
fase, en efecte, la cirurgia, que havia assolit un molt important
desenvolupament, contribuí, més que la mateixa radioteràpia,
a la curació del càncer. Quan arriba la Segona Guerra Mundial
continuen morint-se la majoria de pacients afectats de malal­
ties malignes.
Per aquelles estranyes circumstàncies del destí una substàn­

cia, anomenada gas mostassa, utilitzada com a producte
bèl·lic durant aquesta gran guerra, passarà ràpidament des

dels camps de batalla de Flandes a les venes dels nostres pa­

cients, fet que inaugura, el 1946, la quimioteràpia citostàtica
en la història de la Medicina. A partir d'aquí seguiran 50 anys
de progressos continuats, durant els quals s'introdueix el con­

cepte d'estratègia diagnòstica i terapèutica en la lluita contra

aquestes malalties i que dóna naixença a una nova especiali­
tat anomenada Oncologia Mèdica, la qual estableix les bases

científiques que permeten treure el màxim profit de tots els

avanços que es van registrant i que es produeixen sobretot

a mesura que s'introdueixen i apliquen els nous fàrmacs
citostàtics. Aquests medicaments permeten estructurar com­

binacions poliquimioteràpiques que, seguint els conceptes
d'intensitat i d'intermitència, destrueixen les cèllules

neoplàstiques, tot i que amb un inevitable dany, que es pro-

cura reduir al mínim possible, sobre les cellules normals. Amb

totes aquestes combinacions, amb el decisiu ajut de la cirur­

gia i de la radioteràpia, i amb un millor coneixement de les es­

tratègies diagnòstica i terapèutica oncològiques, ens trobem

al final d'aquest segle amb l'important avenç que significa el

poder guarir aproximadament la meitat de totes aquestes
malalties. Però en arribar a aquest punt és obligat també que

acceptem, amb humilitat, que essent molt el que s'ha

avançat és també molt el que manca per aconseguir. Queda
encara un llarg camí per recórrer.
Es digui el que es digui, des de fa uns 15 anys, gairebé no es

produeixen innovacions terapèutiques transcendents en la

lluita contra el càncer. Ens consola, emperò, el fet de poder
presagiar que els progressos de les ciències bàsiques ens per­
metran disposar, relativament aviat, de nous tractaments,
més selectius que els actuals citostàtics i que aniran dirigits
contra els mecanismes íntims que anem progressivament co­

neixent i que representen graons més concrets que conduei­

xen al desenvolupament de la malaltia cancerosa. La quirnio­
teràpia no progressa amb la rapidesa desitjable. Es van

introduint nous fàrmacs que permeten dissenyar noves com­

binacions que, en general, es limiten a millorar de forma dis­

creta el percentatge de remissions i de guariments. És excep­
cional que s'introdueixi un nou citostàtic que sigui molt
valuós i que pugui controlar una malaltia, com la 2-clorodeso­
xiadenosina a la desoxicoformicina ho aconsegueixen amb la

tricoleucèmia. Els citostàtics, a més, disposen, en general, de

poc poder autènticament corrector (limitat a la correcció del

mecanisme íntim responsable) i solen ser massa tòxics per a

les cellules normals. Les molèsties subjectives que causen

ens han obligat a introduir nous tractaments per a palliar-les.
La seva toxicitat hematològica i visceral és també important i
ens obliga per tant a emprar factors de creixement i d'altres

mesures de suport mentre s'espera que el pacient es recuperi
i pugui continuar el tractament. Cal sovint acceptar el preu
d'una toxicitat força feixuga, tot i que és clar que en alguns
processos, com és el cas de la malaltia de Hodgkin, el tracta­

ment se suporta prou bé, sobretot si es té en compte el be­

nefici indiscutible que proporciona. Però, fins i tot en aquestes
circumstàncies més favorables, hem de lamentar que es pro­
dueixen efectes secundaris tan importants per a la qualitat de

vida dels pacients com l'ocasional aparició d'esterilitat o la

més greu presentació de segones neoplàsies tardanes, les
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quals, paradoxalment, acaben amb la vida de pacients que
s'ha aconseguit primer de curar. El mateix recurs de rauto­

trasplantament, amb precursors del moll d'os a de la sang pe­
rifèrica, que ens veiem obligats a utilitzar en els casos rebels i

que n'aconsegueix de guarir alguns, representa el relatiu

fracàs dels actuals agents citostàtics, els quals, en aquests ca­

sos, s'han d'utilitzar a dosis encara molt més elevades i per
tant molt més tòxiques í que evidencien la limitació dels nos­

tres recursos terapèutics actuals, poc selectius encara i poc
respectuosos amb les cètlules normals innocents. Estem par­
lant lògicament de quimioteràpia en general, i no fem es­

ment, per exemple, dels tractaments hormonals minoritaris

que s'empren eficaçment en determinades neoplàsies horrno­

nosensibles com són les de pròstata i les de mama.

Les malalties neoplàstiques es desencadenen a partir de des­

viacions dels gens que intervenen en el control de la multi­

plicació ceuular. Els gens muten, s'amplifiquen a pateixen
translocacions que determinen el desencadenament d'una

proliferació anòmala. El gran descobriment, l'any 1953, de l'es­

tructura del ONA, fou l'inici d'un progrés indeturable que con­

duí a la identificació, fa uns 25 anys, de les primeres altera­

cions genètiques somàtiques específiques vinculades a les

neoplàsies i que donaven origen al desenvolupament de la

biologia molecular en l'àmbit de l'estudi del càncer. Durant tot

aquest darrer quart de segle s'ha anat aprofundint més i més

en el coneixement dels mecanismes més íntims que interve­
nen en la gènesi de la malaltia cancerosa i cal esperar que, a

mesura que progressem en aquest coneixement, anem des­
cobrint zones i punts "diana" que permetin que les terapèuti­
ques del futur disposin d'objectius d'atac molt més precisos i

concrets per a poder interferir la proliferació i el creixement
tumorals. Uns gens faciliten la multiplicació i d'altres la inhibei­

xen afavorint la mort programada a apoptosi. És així com es

configura el caràcter agressiu d'unes malalties i l'acumulatiu,
relativament quiescent, d'altres i és així també com, conei­

xent els gens responsables, podrem arribar a interferir la ma­

teixa patogènesi de tots aquests processos. Mentrestant, en

l'àmbit experimental, hom disposa de nucleòtids antisentit

que poden interferir el gen quimèric de la translocació t(9;22)
de la leucèmia mieloide crònica i fins i tot, en clínica humana,
d'una substància com és l'àcid holotransretinoic el qual, com

que disposa d'un receptor específic en el cromosoma 17, que
és el que rep el gen PML localitzat en el cromosoma 15, deter­

mina la diferenciació ce+lular normal dels promielòcits leucè­

mics generats per aquesta translocació i, en conseqüència, la
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remissió de la malaltia. Fa poc que disposem ja, també en clí­

nica humana i per al tractament dels limfomes no hodgki­
ruans, d'anticossos monoclonals anti CD20 que es poden dirigir
contra cellules B limtornatoses que expressen aquest antígen
i també d'altres, com ara els anticossos monoclonals dirigits
contra el gen e-erb 82 per al tractament de determinats casos

de càncer de mama avançats amb sobreexpressió HER 2. I

mentrestant, i des de fa pocs anys, coneixem el que són els
anomenats telòmers que governen la vida de les cellules i

que, ubicats en els extrems dels cromosomes, són sintetit­

zats per racció de l'enzim telomerasa, del qual disposen les

ceuulcs embrionàries i canceroses per a aconseguir la immor­
talitat. Les cellules normals, que posseeixen un capital deter­

minat de telòmers, envelleixen i moren perque no disposen
de telomerasa i, per tant, de la capacitat de sintetitzar els
telòmers que van perdent. Les cèllules neoplàstiques, que
van recuperant el dot de telòmers, es multipliquen contínua­
ment fins acabar amb la vida de l'hoste que en pateix la

presència. Imaginem que un dia disposem en clínica humana

d'un inhibidor de la telomerasa que, d'una forma àmplia i ines­

pecífica, interfereixi la síntesi de telòmers i determiní que s'a­

turi el desenvolupament d'un gran nombre de neoplàsies.
Diu David Lane, en un recent treball publicat a la revista ULan­

cet", que és sempre instructiu endevinar el futur i que és molt

possible que, en el camp concret de les malalties neoplàsti­
ques, s'esdevingui un gran canvi en els propers 25 anys, els

mateixos que s'ha trigat a arribar on som era, des que co­

mençà l'aplicació de la biologia molecular en el terreny del

càncer. És fàcil presagiar que la distància entre els conceptes
bàsics i la seva aplicabilitat clínica s'anirà escurçant progressí­
vament fins arribar a una nova època en la qual, gràcies a

aquesta progressiva aproximació, disposarem ja de tracta­

ments molt més selectius, molt més correctors i molt més

ben dirigits, per tant, contra els mecanismes íntims que inter­
venen decisivament en la gènesi i el desencadenament de la

malaltia neoplàstica. Quan arribi aquest moment, la majoria
dels actuals tractaments, molt valuosos ara, però sovint mas­

sa tòxics, quedaran reduïts a una pura anècdota històrica.
En el colloqui que motiva aquest editorial hom pot compro­
var aquests grans progressos que s'estan enregistrant en el

coneixement de la intimitat genètica de diferents neoplàsies i

que són la base, repetim, dels canvis pràctics conceptuals,
diagnòstics i terapèutics que presagiem, que desitgem i que
s'acosten.

JORDI SANS-SABRAFEN



cromosòmiques, amplificació ilo sobreexpressió i inserció víri­

ca (taula I). Tots aquests mecanismes donen lloc a oncogens

dominants, és a dir, que l'activació d'un sol dels dos allels

cet-ulars del protooncogen és suficient per a produir l'efecte

oncogènic corresponent.,
Els oncogens codifiquen proteïnes denominades "oncoproteï­

nes", que s'assemblen als productes normals dels protoonco­

gens, amb l'excepció que les oncoproteïnes manquen d'im­

portants elements reguladors i que la seva producció per les

cèllules transformades no depèn de factors de creixement o

altres senyals externs.

Els oncogens i les seves oncoproteïnes s'agrupen general­
ment segons el paper que desenvolupen al llarg de la cascada

de transició de senyals cel·lulars de la manera següent: 1)

gens per a factors de creixement j/o receptors; 2) gens per a

Factors citoplasmàtics del sistema de transducció de senyals;
3) gens per a factors de transcripció mtraœl-ulars, i 4) gens

per a altres tipus diversos de molècules (taula II). En essència,
aquests diferents grups es corresponen amb els diferents

passos que tenen lloc en la transmissió de Ja informació des

de l'exterior de la cellula fins a l'interior del nucli. Aquests són

els següents: a) unió d'un factor de creixement al seu recep­

tor específic sobre la membrana cetlular, b) activació transitò­

ria del receptor del factor de creixement; e) activació subse­

güent de diverses proteïnes transductores de senyals en la

capa interna de la membrana cellular, d) transrnissió deis es­

mentats senyals, per mitjà de segons missatgers, des del cito­

sol al nucli, i e) activació de factors reguladors nuclears que

inicien la transcripció del ONA i, finalment, la divisió cenular.

COI·IOQUI: BIOLOGIA MOLECULAR DEL CÀNCER

ONCOGENS I ANTIONCOGENS
Antonio Cardesa*

ONCOGENS

El 1969 Huebner i Todaro van proposar que els gens responsa­

bles de regular et desenvolupament normal en els organis­
mes multicellulars podien alterar-se i donar lloc al creixement

sense regulació propi del càncer. El terme "oncog W' va ser

introduït per a descriure tals gens i el postulat va ser conegut
com a la "hioòtesi de l'oncogen".
La demostració experimental d'aquesta hipòtesi es va fer

anys després, el 1983, per Bishop i Vermus, en descobrir que

l'oncogen o gen transformador src del virus del sarcoma de

Rous compartia seqüències amb gens ceuulars normals. Sub­

següentment es va proposar que altres oncogens retrovírics

(virus oncogens RNA) eren homòlegs als "protooncogens
11 de

les cèl·lules normals. D'aquestes investigacions va sorgir el

concepte vigent que els protooncogens són gens cellulars

normals que estimulen creixement, desenvolupament i dife­

renciació, i que quan s'activen es converteixen en oncogens,

que donen lloc a la cèllula transformada o neoplàsica.
A causa del fet que es van descobrir inicialment com a gens ví­

rics, els protooncogens es designen segons els seus homòlegs
vírics. cada v-one es designa amb una paraula de tres lletres que

relaciona a l'oncogen amb el virus a partir del qual va ser a't1Iat.

Per tant, el v-one contingut en el virus del sarcoma de Rous es

coneix com a v-ser, i la seva contrapartida œlluar com ac-src. El

protooncogen corresponent es designa ac. eliminant el prefix.
Pràcticament tots els oncogens retrovírics tenen la seva con­

trapartida de protooncogen detectable en el DNA humà.

Molts d'aquests protooncogens, activats per tota una sèrie de

mecanismes, s'han associat amb una sèrie de càncers hu­

mans. Sembla ser que el procediment general pel qual es pro­

dueix la seva activació radica en modificacions en l'estructura

o en l'expressió de certs protooncogens. Aquests mecanis­

mes són els següents: mutacions puntiformes, translocacions

*Acadèmic Numerari. Departament d'Anatomia Patològica. Hospital Clí­

nic. Universitat de Barcelona

TAULA I
Mecanismes d'activació d'oncogens

• Mutacions puntiformes
• Translocacions cromosòmiques
• Amplificació i/o sobreexpressió
• Inserció vírica

Factors de creixement

La sobreexpressió de factors de creixement proporciona un

important mecanisme en la progressió tumoral (taula Ill); les

cèllules s'autoestirnulen en el seu creixement per un meca­

nisme autocn, fet per al qua) es requereix que expressin el re­

ceptor delfactor "de creixement corresponent

TAULA Il

Grups d'oncogens

• Gens per a factors de creixement ilo ets seus receptors
• Gens per a factors citoplasmàtics del sistema de transducció de senyals
• Gens per a factors de transcripció intranuclears
• Gens per a altres tipus de molècules
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TAULA III
Gens per a factors de creixement ilo els seus receptors

sis Factor de creixement. Cadena beta PDGF. Sobreexpressió en glio­
mes i osteosarcomes

TGF-alfa Factor de creixement. Sobreexpressió en carcinoma hepàtic i altres
carcinomes

erb-ai Receptor de I'EGF. Sobreexpressió en carcinoma epidermoide,
pulmó, laringe, gliomes, etc.

erb-B2 Receptor del factor de creixement. Amplificat en càncers de mama,
ovari, glàndules salivals

fms Receptor de CSF1. Leucèmies mieloides

RET Receptor del factor de creixement. Sobreexpressió en el carcinoma
papillar i medullar de tiroides. Síndrome MEN2 hereditari

Aquest és el cas del protooncogèn sis que codifica la cadena
beta del PDGF. L'oncogen v-sis és el gen transformant del re­

trovirus simien sarcoma virus. Astrocitomes i osteosarcomes

humans produeixen PDGF. A més, aquests mateixos tumors

expressen receptors de PDGF, fet pel qual estan sotmesos a

autoestimulació autocrina. Experimentalment s'ha vist que
només les cenules que posseeixen receptors de PDGF poden
ser transformades en neoplàsiques pel simien sarcoma virus.
El TGF-alfa o transforming growth factor alfa està relacionat
amb el factor de creixement epidèrmic (EGF). El TGF-alfa es de­

tecta freqüentment en diversos tipus de carcinomes Que ex­

pressen alts nivells del receptor d'EGFj entre els quals es troba

I'hepatocarcinoma. En tumors gastrointestinals, de mama i
melanomes s'activen oncogens que codifiquen homòlegs de
factors de creixement dels fibroblasts com són el hst-1 i l'int-2.

Receptors de factors de creixement

Els receptors de factors de creixement són proteïnes trans­

membrana, amb un domini extern que s'uneix al lligand i un

domini citoplasmàtic amb activitat tirosina cinasa. En les for­
mes normals l'activitat cinasa s'activa transitòriament per
unió ailligand. En les formes oncogèniques aquests receptors
s'activen de manera persistent en el domini citoplasmàtic,
sense necessitat que intervingui el seu lligand corresponent,
que és el factor de creixement (taula III). Els receptors mu­
tants envien contínuament senyals mitogènics a la cèllula

per mitjà de la fosforilació permanent de Ia tirosina en els

substrats que formen cascada mitòtica.

t'oncog n transformant del virus de l'eritroblastosi aviària (v­
erb B) codifica una proteïna que es correspon amb un receptor
mutant de I'EGF (epidemial growth factor). Per tot això, tots els

protooncogens d'aquest grup es coneixen com a erb-B.

Molt més freqüents que les formes mutades d'aquests proto­
oncogens són les formes normals amb expressió excessiva o

sobreexpressió. La forma normal d'erb-B 1, el gen receptor
d'EGF està sobrexpressada en el 80% dels carcinomes epicer­
moides de pulmó i, menys freqüentment, en carcinomes es-
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TAULA IV
Gens per a factors de transducció de senyals citoplasmàtics

K-ras Activitat GTP-asa. Mutació puntiforme en carcinomes de pulmó,
còlon, pàncreas, leucèmies

N·ras Mutació puntiforme en neuroblastomes i limfoma de Burkitt

H-ras Mutació puntiforme en cáncer bufeta urinària

Bcr-abl Activitat tirosina cinasa no receptora. Cromosoma Filadèlfia.
Translocació 9-22 en LMC i LLA del adult

camosos de laringe. També es troba sobreexpressada en car­

cinomes de bufeta de l'orina, de tub digestiu i d'astrocitomes.
El gen erb-B2, segon membre de la família del receptor EGF

està amplificat en carcinomes humans de mama, ovari, pul­
mó, estómac i glàndules salivals. El lligand d'aquest gen, I'he­

regulina, és produït en els mateixos teixits que expressen els

receptors.
Et v-jrns o gen transformant del virus del sarcoma felí té la
seva contrapartida humana en el c-[ms, que codifica una ver­

sió mutada del receptor del CSF-1 o colony stimulating factor.
En les leucèmies mieloides s'han detectat mutacions puntifor­
mes d'aquest protooncogèn.
El protooncogèn RET codifica per a un receptor de creixe­
ment. Mutacions d'aquest gen acompanyen la forma fami­
liar de carcinoma medul-ar de tiroides i el síndrome MEN 2a.

Aquest és un dels rars exemples en què mutacions domi­
nants d'un protooncogen en la seva línia germinal són tole­
rades durant el desenvolupament humà. A més, una reor­

denació del domini tirosina cinasa del protooncogen RET, en

el cromosoma 10, com un gen encara no caracteritzat però
denominat PTC crea la seqüència híbrida RET/PTC que s'ha
observat en la forma esporàdica de carcinoma papiltar de
tiroides.

Factors de transducció de senyals citoplasmàtics

Es coneixen diversos exemples d'oncoproteïnes que imiten la

funció del sistema citoplasmàtic normal de transducció de

senyals des de el receptor de la superfície œllular fins a les

proteïnes nuclears que controlen rexpressío de gens. Es poden
agrupar en dues categories principals: a) proteïnes d'unió GTP, i

b) tirosines cinases no associades a receptores (taula IV).

Proteines d'unió a GTP. Aquí es troben els gens de la família
RAS. Aproximadament el 30% de tots els tumors humans

contenen versions mutades de proteïnes ras. En carcinomes
de còlon, pàncrees i tiroides la incidència de mutacions ras és

fins i tot molt superior.
Les proteïnes ras estan adherides a la superfície interna de la
membrana cellular. Transmeten els seus senyals a efectors

subsegüents únicament quan estan unides a GTP. Els gens ras

sofreixen mutacions puntiformes que alteren la seva activitat



GTP-asa intrínseca; no es produeix la degradació a GDP i, d'a­

questa manera, es manté la proteïna en estadi de senyalitza­
ció activa contínua. Les mutacions codifiquen per a substitu­

cions d'aminoàcids en els codons 12, 13 i 61. El ras activat

interacciona amb Raf-i. També està implicat un substrat d'a­

quest últim factor, la MAPK (mitogen activated protein kinase).

Tirosines cinases no associades a receptors. Inclouen entre al­

tres el gen obi i el src. En la leucèmia mieloide crònica i en al­

gunes leucèmies Iimfoblàstiques agudes l'activitat tirosina

cinasa del protooncogen abl en el cromosoma 9 es troba

descontrolada per la translocació (9, 22), per mitjà de la qual
es fusiona amb part del gen ber (break-point cJuster region),
el gen híbrid adquireix una activitat tirosina cinasa més po­
tent. Encara que els mecanismes bioquímics pels quals la qui­
mera ber-obi causa progressió neoplàsica no estan encara

clars, sembla ser que les propietats del producte de la nova

fusió gènica difereixen de les dels gens originals.
La proteïna produïda per v-ser, que es coneix com a pp60v-src,
va ser la primera tirosina cinasa retrovírica detectada. És una

proteïna intraceílular de membrana no associada a receptors

que produeix fosforilació de la vinculina, la qua] forma part de

l'esquelet cortical submembranós de la cëuula La vinculina

fosforilada deixa d'exercir la seva acció i, amb això, es poten­
cia la pèrdua de la cohesió íntracelluar pròpia de la neoplàsia.
Tot i així, això no és suficient per a aclarir completament el fe­

nomen de transformació neoplàsica.
A diferència de les cinases associades a receptors, les que no

ho estan no són capaces de produir transformació neoplàsica
només per la sobreexpressió i necessiten mutacions gèniques
addicionals. El cas del v-ser és una excepció, encara que els

seus mecanismes estan encara en part per dilucidar.

Proteïnes reguladores nuclears

Les diferents vies de transducció de senyals convergeixen en

el nucli i activen tota una gran sèrie de gens que controlen l'a­

vanç ordenat de la cëuula a través del cicle cellular. Aquest
procés és regulat per una sèrie de proteïnes nuclears que ac­

tuen controlant la transcripció de gens relacionats amb el

creixement. Entre les proteïnes esmentades es troben els

productes dels oncogens myc, myb, fos i jun. El prototipus
d'aquesta classe és el gen mye, la proteïna del qual s'uneix

característicament al ONA (taula V). La proteïna c-mye forma

dímers amb la proteïna Max. Aquests dímers se suposa que

són els que s'uneixen al DNA i actuen com a activadors de la

transcripció. En el limfoma de Burkitt la translocació (8, 14)
cotloca el protooncogen e-mue, situat normalment en la por-,

ció distal del braç llarg �el cromosoma 8, en el veïnat! del 10- '"

cus IgH localitzat en la porció distal del braç llarg del cromoso- "

�a 14, fet que ca�sa una sobreexpressió i manca de regulado
de l'oncoproteïna c-rnyc
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TAULA V
Gens per a factors de transcripció nuclears

C-myc Translocat en el limfoma de Burkitt (T8, 14)

N-myc Amplificat en el neuroblastoma

L-myc Amplificat en el carcinoma microcític pulmonar

L'amplificació de N-myc es correlaciona amb un pitjor pronòs­
tic en els neuroblasts. L'altre gen de la mateixa família, el L­

mye, està amplificat en el carcinoma pulmonar de cèllules pe­

tites.

Altres tipus de molècules

Hi ha diverses classes d'oncogens que no encaixen clarament

en el model del sistema de transducció de senyals (taula VI).
Un d'ells comprèn les proteïnes que regulen rapoptosi Bcl-2

forma dímers amb la proteïna Bax i sembla ser que inhibeix

la capacitat dels homodímers Bax de causar mort cellular. En

els limfomes centrefoliculars la translocació (14, 18) posa en

contacte el locus IgH localitzat en el cromosoma 14, amb el

gen 8el-2 situat en el braç llarg del cromosoma 18. D'aquesta

manera, el locus actiu de la immunoglobulina pesada causa

sobreexpressió de 8c/-2, que evita la mort programada deis

limfòcits centrefoliculars i permet que es produexin en ells al­

tres mutacions que condueixen a la seva transformació ne­

oplàsica.
El gen 8(/-1 (PRAD-1) codifica per a la ciclina D'l, la qual, per

mitjà del complex cdklciclina Di, intervé en el cicle cellular

controlant la transició de Gi a fase S. En els limfomes de

cellules del mantell es troba la translocació (ii, 14). Per

aquest mecanisme, el gen ciclina Di localitzat en el cromoso­

ma 11 queda en juxtaposició amb el locus de transcripció acti­

va del gen IgH en el cromosoma 14. D'altra banda, el gen ddi­

na Di es troba amplificat i sobrexpressat en estadis avançats
de carcinoma de laringe i en carcinomes de manna.

Un últim apartat dins d'aquest grup són els oncogens que s'u­

neixen i inhibeixen la funció dels gens supressors o antionco­

gens. És a dir, són supressors de tumors. El MDM2 està am-

TAULA VI
Gens per a altres tipus de molècules

8(1-2 Codifica la proteïna inhibidora de J'apoptosi. Expressió excessiva
en ellimfoma centre folicular (T 14,18)

Bcl-1 Codifica per a la ciclina 01. Amplificada i sobreexpressada
(PRAD1) en el càncer de mama, laringe i limfoma del mantell (t 11, 14)

MOM2 Antagonista pS3. Amplificat en sarcomes

HPV ... E6 Inactiva pS3. Càncer de cèrvix uterí

,HPV-E7 lnactiva prb. Càncer de cèrvix uterí
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TAULA VII
Mecanismes d'inactivació d'antioncogens

• Mutacións puntiformes
• Delecions cromosòmiques
• Atrapament per proteïnes víriques

TAULA VIII

Grups d'antloncogens
• Gens de proteïnes inhibidores en superfície cel-Iular
• Gens de proteïnes inhibidores en citoplasma
• Gens de proteïnes inhibidores en nucli
• Gens per a la reparació del DNA
• Gens de proteïnes inhibidores localització no coneguda
• Gens de inhibidors de metàstasis: antimetastogens

TAULA IX
Gens pes a proteïnes inhibidores localitzades en la superfície cellular

DCC delecionat en càncer de còlon. Localitzat en 18 q. Molècula d'adhesió
cellular. Proteïna de la superfarnüia de les immunoglobulines.
Causa de fallada en la inhibició per contacte. Alterat en el BO %
de carcinomes de còlon.

plificat en alguns sarcomes i és capaç de bloquejar
funcionalment el domini transcripcional de PS3 i unir-s'hi. Di­
versos virus DNA oncogènics en animals, com el polioma, l'a­

denovirus 12 i el SV40 produeixen proteïnes transformants
que inactiven P53 i la proteïna Rb. En humans aquest feno­
men esdevé amb els virus oncogènics del papiltorna humà
HPV 16 i 18 relacionats amb càncer de coll d'úter. La proteïna
d'HPV-E6 inactiva la proteïna salvatge PS3 i la de HPV-E7 inac­
tiva la proteïna Rb.

GENS SUPRESSORS O ANTIONCÒGENS

El primer tipus de gens que es van associar amb el desenvo­
lupament de càncer van ser els oncogens. Tot i així, aviat es

va veure que només es relacionaven amb aproximadament
en el 20-30% dels càncers humans.
De manera diferent als oncogens, que són dominants i que
quan són activats estan implicats en tumorigènesi, els gens
supressors de tumors a antioncogens participen en la regula­
ció de la proliferació cetlular a la qual inhibeix quan cal, fet pel
qual s'oposen a la transformació neoplàsica. Mutacions en els

antioncogens tenen com a resultat la inactivació de la seva

funció supressora i, per tant, l'aparició de càncer (taula VII).
Els antioncogens permeten explicar t'aparició tant esporàdica
com familiar de tota una sèrie de tumors humans. Això està
en relació amb la teoria 'de l'oncogènesi en lidos impactes"
proposada per Knudson. Aquest invesngador va suggerir que,
en els tumors hereditaris, del"progenitor afectat s'hereta una

alteració genètica; "primer impacte", en un dels dos al·lels, la
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TAULA X
Gens supressors: proteïnes en citoplasma

Gen Cromosoma

APC Sp poliposi adenomatosa de còlon familiar. La proteïna
s'adhereix al citoesquelet

NF1 17q Neurofibromatosi tipus 1 (neurofibromina)

NF2 22q Schwannomes SNC i meningiomes (NF2)
(schwannomina) Acció semblant a APC

VHL 3p Malaltia de van HippeHindau. carcinomes renals. AC-
ció semblant a neurofibromina

DPC4 1Bq Càncer de pàncreas

qual està present en totes les cetlules somàtiques del cos. La

segona mutació, "segon impacte", es produeix en una de to­

tes aquelJes cèl·lules que ja són portadores de la primera mu­

tació. En els casos esporàdics, les dues mutacions lIimpacte"
es donen a l'atzar en un única cèllula somàtica, la progènie
de la qual forma el tumor.

Les hipòtesis de Knudson ha estat àmpliament demostrada

per estudis citogenètics i moleculars i s'ha investigat de ma­

nera molt precisa en el retinobastoma humà. Les mutacions

requerides per a produir retinoblastoma afecten el gen Rb lo­
calitzat en el cromosoma 13q 14. En alguns casos la lesió

genètica és suficientment gran com per a ser visible en la
forma d'una deleció 13q 14. Els dos allels normals del locus Rb
han d'estar inactivats ("dos impactes") perquè es desenvolupi
un retinoblastoma. En els casos familiars, els nens neixen
amb una còpia normal i una altra de defectuosa del gen Rb.

Posteriorment perden la còpia intacta per alguna forma de
mutació somàtica (taula VII). En els casos esporàdics, els dos
allets normals es perden per mutació somàtica en un dels re­

tinoblasts. Un nen portador en totes les cèl-ules somàtiques
d'un al·lel mutant Rb és perfectament normal, amb excepció
de l'augment de rise de desenvolupar càncer. Això implica
que el caràcter d'heterozigot en el locus Rb no afecta la con­

ducta cellular, El retinoblastoma es desenvolupa quan la
cetlula es converteix en homozigota per a l'altel mutant. A

causa que el gen del retinoblastoma s'associa amb càncer

quan es perden les dues còpies normals se'l designa com a

gen recessiu del càncer. Els pacients amb retinoblastoma fa­
miliar tenen també un risc incrementat: de patir osteosarco­
ma i altres sarcomes de parts toves. També s'ha observat
inactivació del locus Rb en altres tumors, entre ells el carci­
noma de mama, el carcinoma microcrític pulmonar i el carci­
noma de bufeta urinària.
El gen del retinoblastoma és el model per a entendre el me­

canisme d'acció de la gran majoria dels gens supressors de
càncer o antioncogens (taules VIII-XIII). Excepcions a aquest
model són, entre altres, el gen pS3, el gen APC i el NF1.
El tipus salvatge normal del gen pS3 produeix una fosfoproteï­
na que regula la replicació de DNA1 la proliferació cel·lular i la
mort cel·lular o apoptosi. La seva funció és actuar com un upo-



TAULA XI
Gens supressors: proteïnes en el nucli

Gen Cromosoma

RB Bq Proteïna Rb (gran fre del cicle cellular).
Retinoblastoma, osteosarcoma. càncer de mama,
pròstata, bufeta i pulmó

pS3 17p Majoria de càncers humans. S. Li-fraumeni. Proteïna
p54 (guardià del cicle cellular)

MTS1 9p Preserva rb no fosforilat. Proteïna p16. Múltiples
tumors. Melanomes familiars.

WT1 119 Repressió de la transcripció. Nefrablastoma.

licia molecular" a "guardià del genoma" i impedir la propaga­
ció de les cèllules danyades genèticament. El gen p53, a més,
de funcionar com un gen supressor de càncer, pot funcionar

també com un oncogen i com a tal es va considerar els pri­
mers anys després del seu descobriment. Certes formes de

p53 poden transformar cèllules in vitro com fan diversos on­

cogens. Sembla ser que certes mutants de p53 no només per­
den la seva funció normal, sinó que també guanyen la capaci­
tat d'unir-se a la proteïna pS3 salvatge i la inactiven. Per tant,
una cètlula amb un altel mutant i un de normal es comporta
com si no tingués p53 funcional en absolut. Les mutacions

d'aquest tipus es denominen dominants negatives, a causa

que I'al·lel mutant actua de forma dominant per a inutilitzar o

anunar I'al·lel normal.

El gen APC també pot comportar-se com a dominant negatiu.
Mutacions en la línia germinal d'un dels dos anets del gen APC

són causa de l'adenomatosi polipoide de còlon i la síndrome

de Gardner. Una proporció d'aquests adenomes esdevé malig­
na posteriorment. Això suggereix la hipòtesi que una mutació

heretada del gen APC és suficient per a produir adenomes be­

nignes i que la inactivació d'un segon allel seria requisit per a

la transformació maligna. Per això, el gen APe no podria se re­

cessiu a nivell ceuular. A més, la majoria dels carcinomes de

còlon i recte familiars i dels adenomes polipoides benignes
contenen un gen APC mutat. Tot i així, només el 30% dels

adenomes i carcinomes de còlon i recte són homozigots per
al gen APe, fet que sembla indicar que la inactivació dels dos

altels probablement no és essencial per a la gènesi dels tu­

mors esmentats.

El gen NF1 de la neurofibromatosi tipus 1 o malaltia de van

Recklinghausen es comporta de manera molt semblant al

gen APC. Les persones que hereten un altel mutant desenvo­

luparan nombrosos neurofibromes benignes, alguns dels

quals rares vegades poden progressar a neurofibrosarcomes.

En el càncer de còlon i recte no polipoide nereditari conegut
com a HNPCC o síndrome de Lynch, es troben mutacions en la

línia germinal dels gens MSH2 i MLH1 que codifiquen per a en­

zims de reparació del desaparellament de bases del ONA. Els

gens XP (A-G) reparen alteracions en els dímers de pirimidina i

la seva herència anòmala és associada al xeroma pigmentari.

Antonio Cardesa .- Oncogens i antioncogens

TAULAXII
Gens de reparació del DNA

Repara el desaparellament de bases HNPCC

Repara el desaparellament de bases HNPCC

MSH2

MlH1

XP(A-G) Repara dímers de pirimidina Xeroderma pigmentós

TAULA XIII
Gens supressors: proteïna localitzada no coneguda

Gen Cromosoma

Càncer de mama i ovari hereditariBRCA 1

BRCA-2

HPC 1

17q

13q

17q

Càncer de mama

Càncer de pròstata

Els gens supressors BRCA-1 i BCR-2 es relacionen amb càncer

de mama. El gen supressor HPC-1 s'ha relacionat recentment

amb el càncer de pròstata hereditari.

El gen supressor de metàstasi a "antimetastogen" NM23 s'ex­

pressa amb menor intensitat en càncers amb metàstasis ex­

tenses que aquells casos de càncer sense metàstasi o pocs

ganglis metastàtics. El terme NM ve de lino metastitzant".
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ONCOGENS I ANTIONCOGENS

El terme oncogen designa els gens responsables de regular
el desenvolupament normal en els organismes
multicel·lulars. Els protooncogens són gens cellulars
normals que estimulen el creixement, el desenvolupament,
i la diferenciació cenutars, quan s'activen, es converteixen
en oncogens, que donaran lloc a la cèllula transformada o

neoplàstica. Els oncogens codiflquen proteïnes,
denominades oncoproteïnes, Que són similars als productes
normals dels protooncogens, amb l'excepció del fet que no

tenen importants elements reguladors i que la producció
que les cèüules transformades en fan no depèn de factors
de creixement o d'altres senyals externs. Els oncogens
poden agrupar-se segons el paper que desenvolupen al

llarg de la cascada de transmissió de senyals cel.lulars: 1)
gens per a factors de creixement i/o els seus receptors¡ 2)
gens per a factors citoplasmàtics del sistema de transducció
de senyals; 3) gens per a factors de transcripció
intranuclears, i 4) gens per a altres tipus de molècules. Tot i

així, aviat es va veure que els oncogens només es

relacionen amb el 20-30% dels càncers humans. Els gens
supressors de tumors o antioncogens inhibeixen la

proliferació cejlular quan s'activen i s'oposen així a tal

proliferació neoplàstica¡ mutadónsen 'els antioncogensu \"'.' ¡r ...
'

il

donen com a resultat ta inactivació de la seva funció

supressora i l'aparició del càncer..
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ONCOGENES y ANTIONCOGENES

El término oncogén designa a los genes responsables
de regular el desarrollo normal en los organismos
multicelulares. Los protooncogenes son genes celulares
normales Que estimulan el crecimiento, desarrollo y
diferenciación celulares; cuando se activan, se c:onvierten en

oncogenes, que darán lugar a la célula transíormada a

neoplásica. Los oncogenes codifican proteínas, denominadas

oncoproteínas, que son similares a los productos normales
de los protooncogenes, con la excepción de que carecen de

importantes elementos reguladores y que su producción por
las células transformadas no depende de factores de
crecimiento u otras señales externas. Los oncogenes pueden
agruparse según el papel que desempeñan a la largo de la

cascada de transmisión de señales celulares: 1) genes para
factores de crecimiento y/o sus receptores¡ 2) genes para
factores citoplasmáticos del sistema de transducción de

señales; 3) genes para factores de transcripción
intranucleares, y 4) genes para otros tipos de moléculas. Sin

embargo, pronto se vio que los oncogenes sólo se relacionan

con el 20 al 30% de los cánnceres humanos. los genes
supresores de tumores a antioncogenes inhiben la

proliferación celular cuando se activan y se oponen así a la

proliferación neoplàsica: mutaciones en los antioncogenes
dan como resultado la inactivación de su función supresora y
la aparición del cáncer.

ONCOGENES AND ANTI-ONCOGENES

The term oncogene is used for genes responsible for

regulating normal development in multicellular organisms.
Proto-oncogenes are normal genes that stimulate cell

growth, development and differentiation. When activated,
they become the oncogenes that will give rise to a

transformed or neoplastic cell. Oncogenes codify proteins
called oncoproteins, which are similar to the normal

products of proto-oncogenes but that lack key regulatory
elements and whose production by transformed cells does
not depend on growth factors or other external signals.
Oncogenes can be grouped according to the mie they play
in the cascade of transmission of cell signals: :,) genes for

growth factors and/or their receptors; 2) genes for

cytoplasmatic factors in the signal transduction system¡ 3)
genes for intranuclear transcription factors, and 4) genes
for other types of molecules. It became apparent to

researchers early on, however, that oncogenes are

involved in only 20 to 30% of human cancers. Tumor

suppressor genes or anti-oncogenes inhibit cell

proliferation when they are activated and in this way
fight neoplastic proliferation. Mutations in anti-oncogenes
lead to the inactivation of their function as suppressors
and to the appearance of cancer.



MECANISMES MOLECULARS
EN EL CÀNCER DE CÒLON
Elías Campo*

INTRODUCCiÓ

El carcinoma de còlon i recte és una de les neoplàsies més co­

munes a Espanya, tant per la seva prevalença global com per
la seva freqüència com a causa de mort. Aquesta freqüència
s'està incrementant progressivament en els últims anys, de

forma similar al que succeeix en altres països occidentals. De

fet, es considera que el 500/0 de la població dels països desen­

volupats patirà un tumor de còlon i recte, ja sigui adenoma a

carcinoma, abans d'arribar als 70 anys d'edat'.

La progressió del càncer de còlon i recte és un fenomen ben

conegut des del punt de vista de l'anatomia patològica, amb

unes etapes ben definides. Les primeres lesions reconegudes
són els denominats pòlips hiperplàsies, sobre els quals es de­

senvolupa una progressiva alteració de la diferenciació cetlular

que dóna lloc a l'adenoma. Els adenomes creixen i ad­

quireixen una progressiva displàsia que, generalment, es

relaciona amb la mesura del tumor. A vegades aquests canvis

displàsics o adenomes no fan protusió sobre la superfície i es

denominen adenomes plans. En etapes posteriors, aquestes
lesions displàsiques es transformen en un carcinoma que, des­

prés de romandre localitzat en la làmina pròpia, progressa i

s'infiltra en les capes de la paret intestinal, i assoleix les vies de

disseminació, fonamentalment limfàtiques i venoses, per les

qual es desenvoluparà metàstasi a distància en el fetge (75%),
els pulmons (15%), l'os (5%) i el cervell (5%), tonamentarnent'.

En els últims anys s'han produït importants avanços en el co­

neixement dels mecanismes moleculars associats a la pro­

gressió morfològica d'aquests tumors. Les claus per a la iden­
tificació dels gens implicats en aquest procés han sorgit de

"anàlisi dels dos tipus fonamentals de càncer de còlon i recte

heredofamiliars: la poliposi còlica familiar (peF) i la síndrome

de càncer de còlon i recte hereditari no associat a poliposi a

síndrome de Lynch. Les alteracions moleculars de la poliposi
adenomatosa apareixen també en el 85% dels carcinomes es­

poràdics. D'altra banda, les alteracions moleculars que es do­

nen en els pacients amb síndrome de Lynch succeeixen en el

15% de carcinomes esporàdics.
La via molecular més freqüent està caracteritzada per una

mutació inicial en el gen APe (Adenomatosi Poliposi coli) se­

guida de l'activació d'un oncogen dominant, c-K-ras, i la inacti-

*Departament d'Anatomia Patològica. Hospital Clínic de Barcelona

Departament de Ciències Mèdiques Bàsiques. Facultat de Medicina.
Universitat de Lleida

vació d'altres antioncògens entre els quals destaquen el Dec i

el p533,4. En aquesta via sembla ser molt important tant el

nombre total d'alteracions oncogèniques com la seqüència en

l'ordre d'aparició. Així, per exemple, pacients amb mutacions

en línia germinal de pS3 rara vegada desenvolupen carcino­

mes de còlon i recte mentre que aquest gen està mutat en

més del 70% d'aquests tumors, fet que suggereix que els seu

efecte oncogènic sobre la mucosa de còlon i recte únicament

es donarà si prèviament s'han produït alteracions en altres

gens'.
Més recentment s'ha identificat un nou mecanisme genètic
implicat en la progressió del càncer de còlon i recte: la inesta­

bilitat genètica. En aquests casos, les cèuules tumorals conte­

nen una infinitat de mutacions en regions microsatèl·lits del

ONA. Aquesta via de progressió està implicada en les síndro­

mes hereditàries de carcinoma de còlon i recte no associat a

poliposis. També es produeix entre el 9 i el 20% de carcinomes

esporàdics".

La poliposi còlica familiar com a model molecular

de progressió: mutacions en oncògens (C-K-ras)
i antioncògens (apc/dcc/p53)

La identificació del gen APe com a gen responsable de la PCF i

la caracterització de les diferents mutacions que es donen en

els pacients que n'estan afectats han permès de comprendre
diversos aspectes d'aquesta malaltia" L'alteració del gen APC

en el càncer de còlon i recte és clau i sembla constituir la pri­
mera alteració necessària. Aquest gen actuaria com a gen

guardià del procés neoplàsic (gatekeeoper gene). Sense I' alte­

ració del gen APC, les mutacions d'altres gens o antioncògens
portarien a la ce-lula a situacions d'hiperplàsia o d'apoptosi
però sense rise per a desenvolupar una neoplàsia'.
Els pacients amb PCF presenten mutacions del gen APC en la

línia germina] però també es troben mutacions somàtiques
en carcinomes de còlon i recte esporàdics. En els tumors de�

senvolupats en aquests pacients hi ha inactivació dels dos

allels. Les mutacions descrites fins al moment són diverses

però totes elles porten a una absència en la producció de pro­
teïna normal, amb la producció de proteïnes truncades la de­

tecció de les quals pot utilitzar-se com a mètode diagnòstic
primerenc de la rnalaltia'. Els diferents tipus de mutacions

s'han relacionat amb les diferents formes de presentació clíni-
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ca d'aquesta malaltia com la síndrome de Gardner a la polipo­
si familiar atenuada.
Els possibles mecanismes d'acció d'aquestes proteïnes anò­

males i com influeixen en el diferent fenotip dels pacients són

aspectes no aclarits. Algunes observacions suggereixen que
la proteïna APC podria tractar-se d'una proteïna de citoesque­
let amb capacitat d'interaccionar amb la betacatenina. Sem­
bla que totes les mutacions de la proteïna APC alteren aques­
ta interacció. La connexió amb betacatenina pot influir en la

transformació neoplàsica per mitjà de la interferència en els
mecanismes d'adhesió cel-ular via cadherines i també alte­
rant l'equilibri entre proliferació celjutar i apoptosi ja que la
betacatenina està implicada en els dos processos'.
L'oncogen més freqüentment mutat en carcinomes de còlon
i recte és el K-ras. Les alteracions d'aquest gen es troben en

el 50% dels carcinomes i també en un nombre similar d'ade­
nomes amb una mesura superior a 1 cm. Tot i aixe només el
10010 d'adenomes petits (de menys d'i cm) presenten muta­

cions de K-ras. Aquestes observacions suggereixen que les
mutacions d'aquest oncogen no són els fenòmens inicials en

el desenvolupament dels tumors però que afavoreixen la

progressió dels adenomes'. Les mutacions de ras estan pre­
sents tant en tumors esporàdics com en els tumors sorgits
en el context de la PCF! el que indica que els dos tipus de car­

cinomes comparteixen vies moleculars de progressió 10-12.
La majoria de mutacions de ras succeeixen en el codó 12

(70%) i una proporció inferior en el 13 (18°,10)3. Algunes muta­
cions particulars del codó 12 semblen tenir relació amb la
conducta biològica dels carcinomes. La mutació ASp en el
codó 12 sembla conferir un poder transformant superior in
vitro i podria associar-se a una capacitat de metàstasi supe­
rior in vivaB.

Les delecions aueüques de la regió 18Q s'observen en més
del 70% dels carcinomes i en prop d'un 50% d'aoenomes",
L'estudi d'aquesta zona cromosòmica ha arribat a la identifi­
cació de diversos gens potencialment implicats entre els
quals destaquen els gens DCC, DPC4 i MADR21D-14-15. Les pèr­
dues al·lèliques del gen DCC s'associen amb una disminució de
la seva expressió. La funció encara no és ben bé coneguda
però podria estar relacionada amb mecanismes d'adhesió
cel·lular implicats en processos de migració i diferenciació. Les

pèrdues auèllques de la regió 18q i la pèrdua d'expressió de la

proteïna DCC es relacionen amb una conducta més agressiva
dels carcinomes en estadi 1116-17•
La pèrdua al·lèlica de la regió 17p 13 és una dels fenòmens
genètics més freqüents en el carcinoma de còlon i recte. Suc­
ceeix en el 70-80% dels casos però només en el 10-30% dels

adenomes, el que suggereix que aquesta alteració pot estar

relacionada amb el pas d'adenoma a carcinoma". La regió
cromosòmica que ha patir la deleció conté el gen p53 i en els
carcinomes es detecten mutacions puntuals en I'al·lel res­

tant19-20• La vida mitjana de la proteïna pS3 és molt curta però
la proteïna mutada s'estabilitza i té una vida mitjana més llar-
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gao Encara existeixen excepcions importants, la majoria de
mutacions porten a la sobreexpressió de la proteïna, que es

fa així detectable en els teixits per mitjà de tècniques immu­

nohistoquírniques, L'expressió de pS3 en la mucoses del còlon
normal és sempre negativa. La seva sobreexpressió s'associa
amb l'aparició de displàsia d'alt grau/carcinoma in situ en els
adenomes; això indica que les alteracions de pS3 juguen
un paper important en la transformació maligna dels
aœnornes", No està clar, tot i així, si la inactivació de p53 pot
també conferir un pitjor pronòstic als carcinomes de còlon i
recte. Les dades són molt contradictòries, a causa de la utilit­
zació de diverses metodologies i valoradons"". Tot i així.
sembla poc probable que una alteració genètica que es troba
en un nombre tan elevat de tumors i en una fase tan inicial
deis carcinomes pugui jugar un paper molt important deter­
minant en la major agressivitat dels mateixos.

Càncer de còlon i recte hereditari no associat a poliposi:
el model de la inestabilitat genètica en mlcrosatèltíts

L'estudi de les síndromes de Lynch o càncer hereditari no as­

sociat a la poliposi ha permès d'identificar la presència d'alte­
racions en restabilitat genètica com a una via alternativa de

progressió tumoral en el càncer de còlon i recte, que també
pot estar implicada en d'altres tumors. Els carcinomes en

aquests pacients així com en el 15% dels carcinomes espo­
ràdics es caracteritzen per tenir múltiples mutacions en les

regions denominades microsatèllits i que es caracteritzen
per guanyo pèrdua de seqüències repetides. Aquestes altera­
cions indiquen l'existència d'errors en la replicació del
ONA 136-8-31. Curiosament, aquests tumors tenen una significati­
va menor freqüència de mutacions de p53 i c-K-ras, es localit­
zen en el còlon proximal, freqüentment són de tipus mucinós
a poc diferenciats, tenen un contingut de ONA normal (diploi­
de), es presenten com a tumors localitzats sense metàstasi i
els pacients tenen una supervivència superior que els afec­
tats de carcinomes clàssics7-32• La presència d'aquesta inesta­
bilitat genètica es detecta en fases inicials dels adenomes i
s'incrementa amb Ja progressió neoplàsica cap al carcinoma>

Aquestes alteracions semblen causades per mutacions en

gens responsables de la reparació d'anomalies en l'aparella­
ment de nucleòtids de la molècula de ONA. Aquests gens són
hMSH2, hMLH1, hPMS1 i hPMS2, localitzats en els cromoso­

mes 2p22, 3p21, 2q31 i 7 p22, respectívarnent>". Si aquests
gens no funcionen! les alteracions en el DNA s'acumulen pro­
gressivament i produeixen una inestabilitat genètica crei­
xent.

En els pacients afectats de síndromes de Lynch, síndrome de
Torre-Muir i en alguns casos de síndrome de Turcot es detec­
ten mutacions puntuals d'aquests gens en línia germinal en

més del 900/0 dels casos. Els tumors d'aquests pacients pre­
senten pèrdues en l'heterozigosi en I'al·lel restant i d'aquesta



forma, s'inactiven les dues còpies del gen 38. El 15% de carci­

nomes esporàdics tenen també mutacions somàtiques en al­

guns d'aquests gens, però no existeix mutació en línia germi­
nal. Tot i aixe una alt percentatge de pacients joves (de

menys de 35 anys) amb carcinomes de còlon aparentment

esporàdics que presenten alteracions en els rnicrosatèuits

són, en realitat, portadors de mutacions en línia germinal en

alguns d'aquests gens",
Els errors de replicació que es donen en aquests casos s'acu­

mulen en les regions de microsatèl·lits. La majoria d'aquestes

seqüències no codifiquen per a proteïnes i el possible signifi­
cat de les seves alteracions és desconegut. Tot i així, recent­

ment s'ha identificat la inactivació del tipus JI del receptor del

TGF-beta en el càncer de còlon amb fenotip mutador a causa

de mutacions en seqüències repetides incloses en aquest

gen"; Curiosament, el gen MADR2 localitzat en 18p21 que ha

sofert una deleció en el càncer de còlon i recte codifica per a

una proteïna que també es troba en la via de transmissió de

senyals del TGF-beta, fet pel qual sembla que l'alteració d'a­

questa via podria ser comuna en els dos tipus de progressió
tumoral del càncer de còlon i recte.

Mecanismes d'invasió tumoral en la progressió
de càncer de còlon i recte

El procés d'invasió i de metàstasi tumoral és complex i reque­

reix l'activació i la inactivació de diversos gens que controlen

la interacció de les cèl·)ules tumorals entre si i amb elements

diversos de l'organisme que invadeixen, particularment amb

la matriu extracellular i les estructures vasculars. En aquesta

progressió juguen un paper important diverses molècules

d'adhesió i proteases degradadores de matriu extrace+lular.

En el procés d'invasió, les cèlunes tumorals han de perdre la

capacitat adhesiva entre elles i al seu torn han d'unir-se a les

molècules de matriu extraœllular que les envolten. Aquests

complexos mecanismes es manifesten per la pèrdua d'ex­

pressió d'algunes molècules d'adhesió i la sobreexpressio d'al­

tres de diferents. L'activació de diverses proteases permet la

degradació enzimàtica de la matriu extracel.ular- obre vies

per les quals les cètlules tumorals es disseminen. Estudis re­

cents han caracteritzat algunes d'aquestes molècules que

semblen intervenir en el procés d'invasió i metàstasi del càn­

cer de còlon i recte.

Molècules d'adhesió

Les interacCions intraceuulars i entre les cètlules i la matriu

extracel·lular es duen a terme per mitjà de diverses molècules

d'adhesió de tipus integrina i no integrina+" Algunes d'a­

questes molècules es modulen de forma important en el pro­

cés de transformació neoplàsica.

Elías Campo .- Mecanismes moleculars en el càncer de còlon ,
.'

Entre les proteïnes de tipus no integrina implicades en la pro­

gressió tumoral destaca el receptor de laminina de 67kDa

(67 LR), una proteïna de membrana amb alta afinitat per la

laminina44.45• Encara que l'estructura i la funcionalitat d'aquesta
molècula no estan completament aclarits, diversos estudis

han demostrat la sobreexpressió d'aquest gen en diferents

models tumorals, inclòs el càncer de còlon i recte. En aquests

tumors, la sobreexpressió de mRNA i proteïna del 67LR es re­

laciona amb la pobra diferenciació dels tumors i la progressió
tumoral, ja que és pràcticament negativa en la mucosa nor­

mal i s'incrementi en els adenomes, els carcinomes i les

metàstasis gangüonars+"
Galectines és el terme recentment proposat per a designar
una familia de proteïnes amb homologia estructural que reco­

neixen els grups betagalactòsids de diferents glucoconju­
gatsso. Aquestes molècules desenvolupen un paper en la re­

gulació del creixement, l'adhesió i la migració cetlular, en la

resposta immune j en la progressió neoplàsica. Les galectines
1 i 3 tenen també capacitat d'unió a la laminina. La galectina
3 (31kd) s'ha implicat en el procés de disseminació de la

metàstasi en models experimentas''>. En el carcinoma de

còlon i recte humà, la galectina 3 es troba disminuïda respec­

te de la mucosa normal i es relaciona amb la progressió de la

metàstasi. A més, existeix un canvi en la topograña de la seva

localització cellular, ja que en la mucosa normal es localitza

preferentment en el nucli mentre que en els carcinomes es

trasllada al citoplasma» La funció d'aquesta molècula no és

ben coneguda, però la seva diferent topografia en la mucosa

normal i neoplàsica suggereix que pugui tenir funcions dife­

rents. De fet, a més de les seves propietats adhesives la ga­

lectina 3 sembla actuar com a un factor de transcripció. La

galectina 1 es produeix fonamentalment en l'estroma i la

seva expressió s'incrementa progressivament en els adeno­

mes i carcinomes, el que suggereix una activació de les cètlu­

les de l'estroma. L'expressió de les integrines en el càncer és

complexa i depèn del teixit i dels tipus tumorals. En el carcino­

ma de còlon i recte, una reducció o pèrdua de B1 integrines
s'ha associat amb una pobra diferenciació del cardnoma=> i

la disminució en l'expressió de a2�1 integrines, en estadis de

Dukes avançats». Aquesta disminució en l'expressió d'integri­
nes en el càncer de còlon i recte és similar a la que es dóna

en el càncer de marna" però no en d'altres tumors, com el

melanorna=.

Altres molècules d'adhesió implicades en la progressió del

càncer de còlon i recte són el CD44, que interacciona amb l'à­

cid hialurònic, la fibronectina i el collagen, i les cadherines, re­

lacionades amb la interacció intracellular. En diferents models

tumorals humans i murins, s'ha demostrat que variants espe­

cífiques de CD44 produïdes per processament alternatiu del

RNA (splicing) poden associar-se a una fenotip de metàstasi.

Encara que els seu significat en càncer de còlon i recte no

està clar59-61• En la transformació neoplàsica de còlon i recte es

produeix una pèrdua en l'expressió cadherina E associada a la
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pèrdua de diferenciació dels tumors i també amb la progres­
sió rumorar-

Degradació de la matriu extraceuuíar

La degradació de les diferents barreres de matriu extracetu­
lar que troben les ceuules tumorals en la seva progressió
(membranes basals, teixits intersticials) és els seu procés
complex, amb participació de diversos sistemes enzimàtics
altament regulats". Les proteases implicades en la progressió
tumoral s'agrupen en tres famûies principals: les metaltopro­
remases. el sistema de l'activador del ptasminògen de tipus
urocinasa i cistein proteïnases «atepsínesr'. Aquests enzims
són produïts per les cellules tumorals a per cèl·lules de l'es­

troma induïdes pel tumor. Freqüentment, requereixen un pro­
cés d'activació en el qual participen altres enzims i, al seu

torn, poden ser inhibides específicament per inhibidors que
també poden ser produïts pel mateix tumor. El procés d'inva­
sió és, per tant, el resultat d'un balanç entre tots aquests me­

canismes que inclouen la producció d'enzims, la seva activa­
ció i la seva possible inhibició. Encara que el conjunt de
molècules d'aquests sistemes que participen en la progressió
del càncer de còlon i recte dista molt d'estar ben caracterit­

zat, existeixen dades importants sobre la participació de di­
versos enzims.

Diferents estudis han demostrat una important correlació en­

tre l'expressió de les metalloproteases i la capacitat invasiva i

de metàstasi dels tumors62,6H6. En carcinomes de còlon i recte

hi ha un increment en l'expressió i l'activació de MMP1 «otla­
genasa intersticial; MMP2 (col·lagenasa de 72 kd), MMP9

tconagenasa de 92 kd), MMP7 (matrilisina) i estromelisina-3.
Estudis recents del nostre grup indiquen que els carcinomes
de còlon i recte produeixen un nou enzim amb una gran acti­
vitat degradadora, la collagenasa 367 que, a diferència de totes

les anteriors, no és present en la mucosa normal (observa­
cions no publicades). Aquestes proteases semblen ser produï­
des i allibertades al medi per cèllules de l'estroma activades
pel tumor. Recentment s'ha identificat un nou tipus de

metalloproteases que semblen estar ancorades en la mem­

brana cellular (MT-MMPS). La MT1-MMP es produeix en el càn­
cer de còlon i recte i pot activar la coJ.lagenasa 3. D'aquesta
manera, s'està dibuixant un paper coordinat en cascada de
l'acció d'aquests enzims en la progressió tumoral.

Les catepsines B i L són cisteinproteïnases lisosomals que

participen en el recanvi de proteïnes cellulars. Com les diver­
ses metalloproteïnases, les catepsines B i L s'han implicat en

els processos d'invasió i de metàstasi= Particularment, la ca­

tepsina B és 'Capaç de degradar diverses proteïnes extracellu­
lars entre les quals es troba la laminina. En carcinomes de cò­

lon i recte humans existeix un increment en l'expressió de

catepsina B associat amb una redistribució en la cèl·lula, en la

qual passa de tarea paranuclear/lisosomal al poi basal en con-
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tacte amb la matriu extracellular. Així mateix, l'increment

d'expressió es correlaciona amb l'estadi de progressió i la su­

pervivència dels malalts69• La catepsina B en aquests tumors

sembla estar produïda tant per les cèllules epitelials com per
les cellules de l'estroma. Els majors nivells d'activitat enzimà­
tica es troben en els límits d'infiltració del tumor.
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Càncer de còlon

Els estudis moleculars del càncer de còlon i recte han
definit dues vies moleculars de progressió que írnplíquen
diversos gens: 1) el model molecular de progressió, descrit
en la poliposi còlica familiar, i 2) el model de la inestabilitat
genètica en mlcrosatènlts, definit en el càncer de còlon i
recte hereditari no associat a poliposi o síndrome de
Lynch. L'ordre d'aparició de les mutacions en els diferents
gens sembla ser crucial en el desenvolupament d'aquests
tumors. D'altra banda, el procés d'invasió i de metàstasi
s'associa amb una manca de regulació en els mecanismes
d'adhesió cenular i degradació de la matriu extraceltular,
La possible coordinació d'aquests mecanismes i la seva

possible seqüència no són conegudes. D'altra banda,
sembla possible que les diferents vies genètiques de

desenvolupament de càncer de còlon i recte poden
utilitzar mecanismes invasors diferents, atesa la diferent
evolució biològica i clínica dels esmentats càncers. Un

millor coneixement d'aquests mecanismes podrà
permetre un millor diagnòstic dels malalts i un disseny de
teràpies més enfocat a la conducta biològica dels tumors.

Cáncer de colon

Los estudios moleculares del cáncer colorrectal han
definido dos vías moleculares de progresión Que implican
a diversos genes: 1) el modelo molecular de progresión,
descrito en la poliposls cólica familiar, y 2) el modelo de la
inestabilidad genética en mlcrosatélites, definido en el
cáncer colorrectal hereditario no asociado a poliposis a

síndrome de Lynch. El orden de aparición de las
mutaciones en los diferentes genes parece ser crucial en el
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desarrollo de estos tumores. Por otra parte, el proceso de
invasión y metástasis se asocia con una disregulación en

los mecanismos de adhesión celular y degradación de la
matriz extracelular. La posible coordinación de estos

mecanismos y su posible secuencia no son conocidos. Por
otra parte, parece posible que las diferentes vías genéticas
de desarrollo de cáncer colorrectal puedan utilizar
mecanismos invasores diferentes, dada la distinta
evolución biológica y clínica de los mismos. Un mejor
conocimiento de estos mecanismos podrá permitir un

mejor diagnóstico de los enfermos y un diseño

terapéutico más enfocado a la conducta biológica de los
tumores.

Colon cancer

Research in colorectal cancer has identified two molecular

pathways of disease progression implicating several

genes: 1) the molecular model described for familial
polyposis coli, and 2) the model of genetic mtcrosatellite
instability defined in hereditary nonpolyposis colorectal
cancer (Lynch's syndrome). The order of appearance of
mutations in various genes seems to be crucial to tumor

development The invasive and metastatic process is
associated with the deregulation of cell adhesion
mechanisms and the degradation of the extracellular
matrix. It appears possible that the different genetic
pathways by which colorectal cancer develops may have
different invasive mechanisms, given their distinct
biological and clinical courses. Greater understanding of
these mechanisms will lead to better diagnosis as well as

treatments that focus more specifically on the biological
behavior of tumors.



món, encara que en els Estats Units de Nord Amèrica sigui el

quart tipus de càncer més freqüents. Aproximadament el 90%

dels tumors de bufeta són d'origen epitelial i el 95% de les es�

mentades neoplàsies són de tipus transicional. S'han recone­

gut dues lesions tumorals com a neoplàsies no invasives: tu­

mors superficials papülars (Ta) i tumors plans o in situ (Tis).
Aquestes dues presentacions no només es poden distingir
per la morfologia, sinó que a més tenen un comportament clí­

nic diterent-. Els tumors superficials papillars tendeixen a pro­

duir recurrències i la seva progressió a lesions invasives és

poc freqüent. Tot i així, els carcinomes in situ plans, a més de

ser per definició d'alt grau tumoral, tendeixen a progressar i a

produir una malaltia biològicament més agressiva. La progrés
sió tumoral d'aquestes lesions, definida com a desenvolupa­
ment de carcinoma transicional invasiu o detecció de metàs­

tasi, s'ha xifrat en, aproximadament, del 5 al 15% per a lesions

Ta, mentre que s'ha pogut evidenciar entre el 40 i el 60% en

pacients amb carcinoma in situ6• La història natural del carci­

noma transicional de bufeta, així com les alteracions molecu­

lars s'estan reconeixent en les esmentades lesions i que a

continuació revisarem, van ser la base en la qual ens fundem

per a proposar un nou model de progressió tumoral (fig. 1).

Segons el model esmentat, la nostra hipòtesi de treball va ser

el fet que diferents aberracions genètiques estaven associa­

des amb lesions neoplàsiques morfològicament diferents i

que, al seu torn, aquestes eren també responsables de la

seva evolució clinicopatològica oposada. En els apartats que

segueixen es resumeixen els estudis realitzats pel nostre

grup i altres investigadors i es fa èmfasi en els aspectes biolò­

gics significatius relacionats amb el desenvolupament i la pro­

gressió de tumors de bufeta urinària.

ALTERACIONS MOLECULARS ASSOCIADES
"-

ALS TUMORS DE BUFETA URINARIA
Carlos Cordon-Cardo, M. D., ph. D.*

Les malalties neoplàsiques es caracteritzen per la proliferació
incontrolable i per la pèrdua de diferenciació celluíar', Les

cèr·tules canceroses adquireixen, durant el procés de transfer­

mació maligna, les propietats d'invasió, sembra a distància a

metàstasi, així com resistència a múltiples fàrmacs. El resultat

final és un avantatge selectiu en el creixement que permet: a

les cèuules malignes desenvolupar una malaltia d'àmplia dis­

seminació que acaba causant la mort del pacient. Aquestes
característiques són el reflex de la inestabilitat gènica i l'acu­

mulació de mutacions tant "positives" (activació de protoon­

cogens) com 'recessives" (inactivació de gens supressors) que
es produeixen durant el procés de progressió tumoral.

La classificació dels esmentats processos neoplàsics s'ha dut

a terme segons les característiques histògenes de les lesions

tumorals'. La teràpia antineoplàsica no s'inicia fins que s'he fet

un diagnòstic histològic del procés, bé sigui per mitjà d'una

biòpsia tissular, bé sigui l'estudi d'una mostra citològica. A

part del diagnòstic, l'estadi clínic i el patològic permeten decí­

dir la intervenció terapèutica adequada. Tot i així, tenim prou
documentació per a afirmar que dos tumors morfològica­
ment similars paden comportar-se amb patrons biològics d'a­

gressivitat radicalment oposada. Aquest fet limita tant la nos­

tra avaluació clínica en la predicció del curs de la malaltia com

el dissenyar pautes terapèutiques apropiades.
Durant l'última dècada s'han començat a descobrir les fun­

cions d'un grup de gens els productes dels quals són els res­

ponsables del control que s'exerceix en el cicle de replicació
celfular, així com de programes de diferenciació i regulació
del procés de mort fisiològica cel-ular a apoptosi>. L'impacte
de la detecció de mutacions en gens reguladors se centra en

el seu potencial ús pràctic en l'estratificació de pacients amb

càncer en grups de IIbon" enfront de "mal" pronòstic. Nous

marcadors tumorals i alteracions genètiques que es correla­

cionen amb el comportament biològic de certes lesions ne­

oplàsiques estan sent validats en protocols clínics, fins i tot en

l'àmbit de collaboracions internacionals. La incorporació d'a­

quests paràmetres moleculars al nostre arsenal diagnòstic i

pronòstic augmentarà la nostra capacitat per a valorar ra­

gressivitat dels tumors i per a dissenyar estratègies terapèu­
tiques més eficaces.

El càncer de bufeta urinària ocupa el sisè Hoc d'incidència en el

,'.=- ���-�=-�

*Director de /a Divisió de Pato/agio Mo/ecularl Departament d'Anato­
mia Patològica, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
1275 York Avenue, New York, New York 10021

Significat clínic d'estudis inicials citogenètics i moleculars

Els estudis de cariotip convencional duts a terme inicialment

en tumors de bufeta van revelar diverses anomalies ero­

mosòmiques que eren al seu torn freqüents i no aleatòries. Es

va descobrir que canvis específics, com la monosomia del cro­

mosoma 9 i delecions intersticials del cromosoma 13, no no­

més eren abundants sinó que a més es correlacionaven amb

l'estadi i el grau tumoral de les lesions aralitzades'; Per mit­

jà de tècniques d'hibridació in situ d'interfície en teixits tu­

morals es va comprovar' l'alta freqüència de canvis en el

75



Volum 13, número 2, Maig-Agost 1998

Uroteli
normal

cromosoma" També es van detectar alteracions 9 en els cro­

mosomes 1, 7, 11, 17 i 18. Aquests estudis ens van proporcio­
nar els coneixements bàsics per a la planificació d'una anàlisi
més profunda, per a la qual es van utilitzar tècniques de

genètica molecular recombinant.
El pas següent va ser l'anàlisi de pèrdues alfèliques, per mitjà
de l'estudi de polimorfismes genètics (restriction fmgment
length polymorfism o RFLP). Fearon et 01.10 van comunicar la
pèrdua d'heterozigositat (loss of heterozygosity a LOH) del

braç curt del cromosoma 11 (11 P). Tsai et al. 11 van revelar que
les pèrdues altèliques més freqüents en tumors de bufeta cor­

responien al braç llarg del cromosoma 9 (9q), així com a dele­
cions del braç curt dels cromosomes 17 (17P-) i 11 (11 p-). Els
estudis duts a terme en el nostre laboratori van ser els pri­
mers a utilitzar un nombre de pacients considerable que, a

més, estaven clínica i patològicament ben caracteritzats. A

més d'aquests criteris, les mostres tumorals es seleccionaven
per les seves característiques morfològiques i es revisaven
detalladament abans d'utilitzar-les en estudis moleculars. Va

ser per mitjà de l'anàlisi de les esmentades lesions i del banc
de dades de què disposàvem com vam obtenir suficients re­

sultats, després d'estudiar sondes gèniques en la gran majoria
de braços cromosòmics, per a proposar un nou model de de­

senvolupament i progressió tumoral del càncer de bufeta12-14.
Es va observar que les delecions del cromosoma 9 es correla­
cionaven amb tumors superficials papíltars i que no hi havia
pèrdues allèliques de l'esmentat cromosoma en les lesions
Tis. Tot i així, es van identificar delecions en regions cromosò­

miques corresponents a 3p, 5q i 17p en lesions que mostra­
ven invasió de la làmina pròpia (tumors classificats com T1).
Aquestes anomalies eren seguien per pèrdues allèlíques de
les regions cromosòmiques corresponents a 11 p, ôq, 13q i 18q.
Aquestes aberracions només es van detectar en tumors que
presentaven franca invasió de capes musculars profundes (le­
sions classificades com a T2-T4). La distribució de les altera­
cions genètiques descrites ens va permetre de suggerir que
certes mutacions estaven relacionades amb el desenvolupa­
ment de tumors superficials (per exemple, delecions de 9q en

tumors papil.íars superficials), mentre que altres s'associaven
amb mecanismes de progressió tumoral (per exemple, dele­
cions de 17p en tumors invasius). Ens faltava, però, identificar
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Fig. 1. Representació esquemàtica de la hipòte�
si de progressió tumoral de les neoplàsies de
bufeta urinària. A diferència d'altres versions
de progressió tumoral, el nostre model íncor�

paro rutes divergents per a lesions inicials (es­
quema modificat d'una publicació prèvia del
nostre grup que va aparèixer en fa revista
Lancet - veure referència 13).

quins eren els gens específics que estaven alterats en les re­

gions cromosòmiques aberrants detectades en les mostres

clíniques de tumors primaris de bufeta estudiats. Amb aques­
ta finalitat, diferents membres del nostre equip es van centrar

en "anàlisi detallada de regions cromosòmiques anòmales,
així com en l'estudi de gens candidats a supressors tumorals

que residien en les zones esmentades.

Significat biològic i clínic de mutacions del gen TP53

El gen supressor IPS3 es localitza en el braç curt del cromoso­

ma 17 humà (banda 17p13.1) i codifica la fosfoproteïna nuclear
de 53 kilo-Dalton (kD) denominada p531S,16, Una de les principals
funcions de la proteïna p53 és la de regular el cicle de replica­
ció ceuular, actuant com a "guardià" del codi genètic, identifi­
cant possibles errors i parant el cicle en la meitat de la fase G 1

quan els detecta", Així s'evita que els errors es reprodueixin
durant la fase S o de síntesi del ONA. pS3 també actua com a

un factor de transcripció, transactivant gens implicats en pro­
cessos reguladors de la proliferació œlular i l'apoptosi18•19•
Les mutacions del gen TP53 són les anomalies gèniques més

freqüents trobades en el càncer humà20. Tot i així, aquestes
mutacions no s'havien correlacionat amb factors pronòstics
clinicopatològics en tumors provinents de lesions clíniques
(també denominats tumors primaris, per a distingir-los en lí­
nies celtulars tumorals). Estudis duts a terme en el nostre la­
boratori van ser pioners en aquesta àrea i van demostrar que
les alteracions esmentades podien oferir un avantatge selec­
tiu a cèl-ules tumorals vesicals per a créixer descontrolada­
ment, així com produir alts nivells d'inestabilitat gènica21,22. Va

ser el nostre propòsit centrar-nos primerament a definir la fre­

qüència amb què les alteracions esmentades succeïen en els

primers estadis del càncer de bufeta. Dividim els nostres estu­
dis en l'anàlisi de lesions papil·lars superficials (Ta i Ti amb

component papillar) enfront de carcinomes in situ (Tis i Ti as­

sociats a Tis).
En el primer estadi es va observar que Iacumulació nuclear
de p53 s'associava a la progressió tumoral" Es van analitzar
43 pacients amb carcinoma transicional de bufeta estadi T1,
tractats amb resecció transuretral exclusivament, utilitzant



l'anticòs monoclonal (AcM) 1801 i mètodes d'immunohistoquí­
mica. En 18 casos la tinció nuclear va ser negativa (fenotip
p53-negatiu), mentre que 25 casos van mostrar un patró ho­

mogeni o heterogeni de immunoreacció (fenotip p53-positiu).
La taxa de progressió comparant els dos grups va ser supe­
rior en pacients que tenien un fenotip positiu (20,5% de taxa

de progressió per un any) enfront de pacients amb fenotip
negatiu (2,50/0 de taxa de progressió anual) (p < 0,001) (fig. 2).
La detecció nuclear de p53 va ser un factor pronòstic advers

independent del grau, la presència d'invasió vascular a l'asso­

ciació amb carcinoma in situ en aquest grup de pacients>
Continuant els nostres estudis, ens vam centrar després en la

detecció de patrons alterats d'expressió de pS3 en 54 pa­
cients amb lesions Ta24 i 33 pacients amb lesions classificades

com a Tis pur". Per mitjà d'anàlisi multivariable, es va eviden­

ciar que l'expressió nuclear de la proteïna pS3 mutada és el

predictor més important de progressió en les dues poblacíons
(Ta - taxa de progressió, p = 0,002; Tis - taxa de progressió,
p < 0,001). Tot i aixe la detecció de fenotip pS3 positiu va ser

molt més freqüent en tumors superficials plans (Tis - 48%)24

que en lesions papiuars superficials (Ta - 22%)25. La nostra con­

clusió va ser que les delecions del braç curt del cromosoma

17, on resideix el gen TP53, i les mutacions de l'esmentat gen
no només eren freqüents en carcinomes superficials, sinó que

a més eren probablement alteracions primàries associades

amb processos de desenvolupament tumoral de carcinoma in

situ de bufeta urinària.

Aquests treballs es van continuar amb una anàlisi de la fre­

qüència i la possible rellevància clínica de detectar sobreex­

pressió nuclear de p53 en carcinomes transicionals invasius

(T2-4) de pacients tractats amb el règim quimioteràpic M-VAC

(metotrexat, vinblastina, adriamicina i cisplatQ26. Vam estudiar

un grup de 90 pacients amb una mitjana de seguiment clínic

de 5,8 anys. El fenotip pS3-positiu, indicatiu d'alteracions de

pS3, es va identificar en lesions tumorals de 47 pacients
(52,2%), mentre que els restants 43 pacients mostraven le­

sions tumorals de fenotip p53-negatiu. En els pacients que

pertanyien al grup pS3-positiu s'objectivà un curs més agres­
siu de Ja seva malaltia, la resposta al tractament quimioterà­
pic no va ser bona i es va recollir un alt percentatge de morts

degudes a càncer de bufeta. L'anàlisi estadística de rnultiva­

riància va demostrar que la sobreexpressió nuclear de p53
(genotip pS3-positiu) era significatiu i independent d'altres

paràmetres (per exemple, estadi, grau tumoral i multifocalitat,
entre altres) (p == 0,001 )26, La conclusió va ser que mutacions

del gen TP53 i alteracions del seu producte no només estan

relacionades amb el procés de progressió tumoral, sinó que a

més poden trobar-se involucrades en el fracàs de resposta te­

rapèutica utilitzant agents quimioteràpics convencionals. La

raó d'aquest fracàs que es pot relacionar més amb la pèrdua
de capacitat de mort celíular natural o apoptosi que amb el

desenvolupament d'un fenotip de resistència a múltiples fàr­

macs (multidrug resistance a MOR). En el cas de presentació
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Fig. 2. Taxa de progressió del grup de pacients amb lesions T1 estratificat per
mitjà de fenotip negatiu enfront de positiu per a sobreexpressió de pS3 nuclear

(figura modificada d'una publicació prèvia del nostre grup que va aparèixer en

la revistaJournal of the National Cancer institute - veure referència 23).

del fenomen MOR, l'esdeveniment patofisiològic sembla ser

l'expressió de la glicoproteïna-P (P-glycoprotein o Pgp)27,28,
Aquesta molècula és una proteïna transmembrana que actua

com una bomba d'efluxió, excloent de la cèrlula productes tò­

xics com certs agents quimioteràpics. Tot i aixe mutacions del

gen TPS3 poden desactivar processos d'apoptosi i produir una

cellula tumoral que, més que resistent, és "imrnortal'; En al­

tres paraules, les cellules neoplàsiques amb alteracions de

p53 perden la capacitat de reconèixer dany œtlular, inclòs el

dany tòxic produït per certs fàrmacs i es divideixen constant­

ment, sense sortir-se del cicle de replicació cel-ular ni morir.

Estudis similars han estat reproduïts posteriorment per altres

grups d'investigadors que han validat les nostres observa­

cions. Aquestes anàlisis s'han dut a terme, en general, utilit­

zant tècniques de laboratori similars i material clínic de pa­

cients afectats per tumors de bufeta apropiat>". Altres

estudis, tant del nostre laboratori com d'altres grups, han de­

mostrat que les alteracions de pS3 són freqüents i tenen sig­
nificat clínic en altres processos neoplàsics, corn el càncer de

rnarna>> i el de còlon i recte35-36.

Significat biològic i clínic d'alteracions del gen MDM2

La proteïna pS3 pot ser inactivada per delecions o mutacions

del gen que la codifica, com indicàvem en l'apartat anterior, a

per mitjà de la formació de complexos amb proteïnes deno­

minades oncovíriques, com la proteïna E6 procluïda pels virus

de tipus papillorna (human papilloma virus a HPV)37. Més re­

centment s'ha caracteritzat una proteïna ceuular denominada

mdm2, producte del protooncogen MDM238,39, Aquesta proteï­
na té com a funció més important l'unir-se a p53, formant
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complexos estables, i inactivant les propietats transactivado­
res de p53. El gen MDM2 s'ha localitzat en el mapa cromosò­
mic de) braç llarg del cromosoma 12 (banda 12qH-14). En

certs tumors, aquest gen s'amplifica i funciona com un oncò­

gen. La proteïna nuclear que codifica té un pes molecular de
90 kD, raó per la qual també es coneix la proteïna mdm2 com

a p90.
El gen MDM2 té un promotor que al seu torn conté un ele­
ment de reconeixement per a pS3. Això significa que el gen
MDM2 està regulat, en la transcripció, per la proteïna p53. A
causa del fet que la proteïna mdm2 (p90) forma complexos
amb p53, s'ha postulat i evidenciat que entre les dues molè­
cules existeix un procés retroactiu regulador (feedback regu­
latory loop)39,4o. Així doncs, el dany pel que fa a ONA incre­
menta la síntesi de p53, que al seu torn inicia la transcripció
de mdm2. Quan s'arriba a nivells massa alts de p53, ja s'han

produït suficients molècules de mdm2 per a unir-se a pS3 i

aturar el procés. Tot i així, si en condicions anòmales es pro­
dueix mdm2 en grans quantitats, com podria ser en el cas

d'amplificació gènica, la proteïna pS3 es troba conjugada cons­

tantment i per definició, inactiva. En aquesta circumstància, el

gen MDM2 es converteix en un oncogen activat.
Va ser en aquest moment quan en el nostre laboratori va unir

forces amb er laboratori dirigit pel Or. Arnold Levine, de la Uni­
versitat de Princeton. El grup del Or. Levine va ser el pioner en

els estudis de p53 i el que va descobrir el gen MDM2, conjun­
tament amb el grup dirigit pel Dr. Bert Vogelstein de la Uni­
versitat de John Hopkins. Va ser així com vam fer una anàlisi
de tumors vesicals per a definir la freqüència d'alteracions de

MDM2, al mateix temps que relacionàvem les esmentades al­
teracions amb mutacions de TP53 i patrons anòmals de la

seva proteïna (pS3)41. Vam analitzar els esmentats gens i les

seves proteïnes codificades en una sèrie de 87 tumors urote­
liais primaris. Vam detectar sobreexpressió nuclear eje p53
en les cèuules tumorals del 41% dels casos estudiats. El nivell
de la proteïna mdm2 (p90) es va identificar elevat en el 30%
dels casos, i el gen MDM2 estava amplificat només en (jas tu­
mors. Es va observar una correlació significativa entre la so­

breexpressió de mdm2 i els tumors que es presentaven amb
baix estadi i grau tumoral. Es va concloure que mdm2/p90 i

p53 estan freqüentment alterats en tumors vesicals i que po­
drien estar involucrats en la gènesi i el progrés del càncer
urotelial".

També en coltaboració amb el Or. Levine vam dissenyar un

estudi per a avaluar els canvis de TPS3 i MDM2 en sarcomes

dividint osteosarcomes de parts toves. La nostra sorpresa va

ser que en els esmentats tumors d'origen rneserouimàtic les
alteracions de TP53 i MDM2 eren encara més freqüents. Es va

detectar un nombre important de lesions que mostraven am­

plificació gènica de MDM2 i sobreexpressió dels seu producte.
A més, les alteracions de TP53 i MDM2 definien un grup de pa­
cients que sofrien un curs molt agressiu de la malaltia". Una

lliçó important dels estudis esmentats és que tumors dife-
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rents poden respondre a lesions moleculars similars de forma
radicalment oposada.

Significat biològic i clínic de les alteracions del gen
del retinoblastoma (RB)

El gen del retinoblastoma (RB) va ser el primer a ser recone­

gut com a gen supressor tumoral, i es va considerar com a un

prototip dels gens supressors. Van ser les observacions dutes
a terme pel Dr. Knudson, durant el seu estudi epidemiològic
del retinoblastoma intraocular típic de la infantesa, les que
van definir el postulat d'inactivació de gens recessius o an­

tioncògens" Knudson va proposar la hipòtesi de la necessitat
de sofrir dues mutacions (two hits), que inactiven així els dos
aI-leis heretats. Una d'aquestes alteracions podria estar pre­
sent en les cèuules germinals i per tant ser heretada, cir­
cumstància en la qual només es necessitaria una segona mu­

tació somàtica per a desenvolupar el fenotip transformat. La

clonació del gen i els estudis posteriors, que utilitzen tècni­

ques de ONA recombinat, van demostrar que la hipòtesi de
Knudson era correcta i que la forma més habitual d'inactiva­
ció de gens supressors era per mitjà de la deleció d'un al·lel,
seguit per una mutació puntual de I'al·lel contralateral restant.

El gen del retinoblastoma codifica una fosfoproteïna nuclear,
denominada pRB, de pes molecular aproximat cie 11OkD44. La

funció de pRB és la regulació, en sentit estricte, del control del
cicle de replicació celtular". Aquesta funció s'exerceix per
mitjà del segrest de proteïnes que tenen la capacitat d'unió al
ONA i l'activitat transactivadora, com per exemple el factor de

transcripció E2F46. Durant el cicle de replicació cel·lular, pRB es

fosforila per l'activitat dels complexos ciclina cinasa cidina de­

pendents (cicl-Cdks), que en modifiquen l'estructura quaternà­
ria i n'alliberen els productes segrestats. Aquests, al seu torn,
permeten que la transició de Gia S es dugui a terme, per
mitjà de l'activació d'enzims i subproductes requerits per a la
síntesi i la replicació del ONA. Aquests esdevenments biolò­

gics seran exposats més detalladament en l'apartat següent.
A més de les mutacions gèniques descrites i de forma similar
a la descrita per a p53, pRB pot formar complexos amb proteï­
nes oncovíriques tals com EiA dels adenovirus a E7 dels virus
del tipus papil·loma47.48. Aquests complexos inhibeixen la fun­
ció de pRB i, consegüentment, el seu paper regulador del cicle
de replicació cellular.
Un dels grups que va clonar el gen RB està dirigit pel Dr. Wi­
lliam Benedict, actualment en el Baylor College of Medicine. El
nostre laboratori ha colaborat amb el grup del Or. Benedict
en l'anàlisi d'alteracions de pRB i la caracterització de muta­

cions en RB. Va ser així com els dos primers articles que trac­

taven d'alteracions de pRB en pacients afectats per tumors

transicionals de bufeta van aparèixer junts i amb un missatge
clínic similar" 50. Els dos treballs van demostrar que la inacti­
vació del producte codificat pel gen RB era una alteració fre-



qüent en càncer de bufeta i que s'associava a estadis
.

avançats de la malaltia. La supervivència dels pacients amb

alteracions de pRB era molt menor que la dels pacients que

presentaven patrons d'expressió normals. Específicament, el

nostre estudi va avaluar 48 tumors primaris i va detectar alte­

racions en lesions de 14 pacients (29,2%). La supervivència de

pacients sense alteracions a cinc anys era més alta, amb di­

ferències estadísticament significatives, quan es comparava a

la de pacients amb patrons aberrants de pRB (p < 0,001). La

nostra conclusió va ser que tumors que exhibien alteracions

de pRB tenien un comportament biològic agressiu i que la de­

tecció de les esmentades anomalies en tumors de bufeta en

estadis avançats podia convertir-se en un paràmetre molecu­

lar amb implicacions pronòstiques en pacients afectats per

càncer de bufeta.

Significat biològic i clínic de mutacions del cromosoma 9:

p16 i p15 com a gens supressors tumorals

A causa de la gran freqüència amb la qual el cromosoma 9

presenta delecions en tumors urotelials, s'ha postulat que en

l'esmentat cromosoma existeix al menys un gen supressor

implicat en processos de tumorigènesi de neoplàsies vesicals.

El nostre grup va resoldre d'examinar específicament altera­

cions moleculars tant del braç curt com del braç llarg em una

sèrie de lesions ben caracteritzades clinicopatològicament.

L'objectiu primari dels nostres estudis era el de definir les re­

gions amb pèrdues de material genètic. així com la seva asso­

ciació amb paràmetres patològics i clínics associats a mal

pronòstic en pacients amb tumors de buteta=. Es va observar

que la majoria de tumors estudiats (77% en total) mostraven

pèrdues al·lèliques i/o alteracions en rnicrosatèuits al menys

per a un dels marcadors moleculars analitzats en el cromoso­

ma 9. Es van identificar dues regions que incloïen la majoria
d'alteracions i se'n va trobar una en Ja zona del telòmer del

braç curt (9p21). mentre que l'altra regió es trobava en la part

contraposada, en la zona distal del braç llarg (9q34.1-34.3). La

freqüència més alta en pèrdues al·lèliques es va caracteritzar

en 9p21, mapant sobre el locus de l'interferon-alpha (lENa). Al­

teracions gèniques de l'esmentat marcador molecular han es­

tat documentades en altres processos neoplàsics, com glio­
mes i melanomes"

Durant els nostres estudis de mapatge del cromosoma 9 vam

entrar en contacte amb el grup d'investigadors dirigit pel Or.

Marc Skolnick de la Universitat de Utha a Salt Lake City. Va ser

així com vam participar en el descobriment del gen supressor

MTS1 (multiple tumor suppressor gene 1)53,54. Aquest gen va

ser clonat al mateix temps, a causa de les seves propietats de

regulador negatiu del cicle de replicació cellular. pel grup del

Dr. David Beach dels laboratoris Cold Spring Harbor a Nova

York. El gen MTS1 era el mateix que el gen que es descrivia

com a p1655. Aquest gen codifica una proteïna al paper biològic
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de la qual és el d'inhibir la fosforilació de la proteïna del retino­

blastoma (pRB). L'esmentada propietat es produeix per mitjà
de la formació de complexos de p16 amb les anomenades ci­

nases cklína dependents (c!dc/in dependent kinases o Cdks)1

descobriment que al seu torn va ser dut a terme pel Or. Ma­

nuel Serrana mentre treballava en ellaboratori del Dr. Beach55.

La collaborado del nostre laboratori amb el grup del Dr. Skol­

nick va demostrar que les alteracions de p16/MTS1 són de

caràcter molecular peculiar, ja que la majoria són delecions

hornozigòtiques>» També es va evidenciar que les muta­

cions de p16/MTS1 són independents de les mutacions de

TP53 en una sèrie de casos analitzats>. Aquestes troballes

van ser la primera documentació d'un procés mutant especí­
fic per a p16/MTSi en tumors primaris humans.

Més recentment, el grup dirigit pel Dr. Beach ha descobert el

gen denominat piS o MTS257. Aquest gen resideix en la matei­

xa regió que el gen p16/MTS 1, i de fet és el seu veí més prò­
xim. En termes de genètica molecular es definirien com

a gens en tàndem. ja que estan un a continuació de l'altre en

el mateix braç del cromosoma 9 i, per deñnkió, en la ma­

teixa regió (9p21). En la col.aboradó amb el grup ciel Or. Beach,

el nostre laboratori ha demostrat que en la majoria de casos

de tumors vesicals, quan es troben delecions homozigòti­
ques de 'p16/MTS1, també es detecten pèrduesejlèliques to­

tals de p1S/MTS258. Així doncs, hem arribat a la conclusió que

la pèrdua de tots els allels de p 16 i P 15 representa un nou

mecanisme alternatiu als descrits per a la inactivació de gens

supressors tumorals. És més, la nostra anàlisi de tumors pri­
maris de bufeta ha revelat que les esmentades alteracions es

correlacionen amb estadis tumora1s inicials (TalT1 papil·lar -

però no són Tis) i grau tumoral baix (graus 1 i 2)58.
Estem actualment duent a terme estudis que inclouen sèries

llargues de tumors vesicals per a poder justificar si realment

delecions homozigòtiques de p16 i piS són esdeveniments

primaris per a un subgrup de tumors superficials papulars de

bufeta urinària. La nostra hipòtesi de treball és que alteracions

d'un gen, encara no clonat, en la regió 9q34.1-34.3, representa­

rien esdeveniments primaris per a un altre subgrup de tu­

mors superficials papittars amb característiques biològiques
d'agressivitat inferior que aquells que tinguessin alteracions

de p16 i/o ois..

Implicacions biològiques i clíniques de mutacions de gens

reguladors del cicle de replicació cel-lular en processos

neoplàsics

El progrés de les cètlules eucariotes per mitjà del cicle de re­

plicació cellular depèn de la formació, l'activació i la inactiva­

ció d'una sèrie de complexos formats per ciclines i cinases o­

clina dependents (cicl-Cdk)59. El control d'aquests complexos
heterodímers s'exerceix en les diferents fases del cicle celtu­

lar, i impedeixen l'entrada prematura de la cèllula en divisió a
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la fase següent. Els complexos cicl-Cdk executen la seva fun­
ció reguladora per mitjà de la fosforilació de molècules fona­
mentals involucrades en els punts de transició del cicle de re­

plicació, tals com pRB6o,61. Es va proposar que les mutacions i
la sobreexpressió de odines i Cdks, principalment ciclina 01 i
Cdk4, representen esdeveniments oncogènics". L'amplificació
del gen de la ciclina 01, conegut com a PRAD1 o CCN01, s'ha
documentat en carcinomes de mama i en càncer de larin­

ge63,64. D'altra banda, s'ha detectat amplificació gènica de Cdk4
en línies œtlulars de glioma6s.
Recentment s'ha identificat una nova famnia de reguladors
del cicle de replicació cellular que actuen com a inhibidors de
Cdks66• Als gens que codifiquen els esmentats inhibidors, se'ls
ha denominat CKls. Els productes de gens CKls s'uneixen a

Cdks o als complexos cicl-Cdk, inhibint l'activitat catalítica del
complex. La funció biològica de les proteïnes codiñcades per
CKls, a més del fet que els seus gens es localitzen en àrees de
cromosomes alterades en un nombre considerable de càn­
cers humans, va suggerir que podrien ser classificats amb
gens supressors tumorals.
El primer membre descrit d'aquesta família d'inhibidors va ser

p2i, el gen del qual es denomina també WAFi o OPi67. p21
inactiva els complexos ciclina AIE cdk2 i ciclina D1/D2/D3-cdk4,
i impedeix l'entrada de cètlules en divisió a la fase S quan
s'expressa de forma excessiva. Un descobriment importantís­
sim va ser la caracterització de la regulació de p21, ja que el

gen p21/WAF1 es troba sota el control de p5368 de forma simi­
lar al control exercit per pS3 sobre MDM2. A causa d'aquests
resultats, s'ha postulat que existeix una relació íntima entre

p53 i pRB, per mitjà d'interaccions moleculars que permeten
un control del cicle de progressió cetlular en el punt crucial
(check point) de la fase Gi.

Fins al moment no s'han donat a conèixer alteracions del gen
p2i/WAF1 en tumors primaris humans; tot i així, el nostre

grup ha detectat una possible mutació en un tumor transicio­
nal de bufeta que podria produir una proteïna truncada no

funcional.
La famnia de CKls ha sumat nous membres, entre ells els ja
descrits p 16 i piS. Com comentàvem, la proteïna p 16 és codifi­
cada pel gen p16/MTS1, també denominat INK4A Cinhibitor of
Cdk4"). p16 s'uneix de forma específica a Cdk4 i Cdk6, inhibint

.

indirectament la fosforilació de pRB. La proteïna ets pos­
seeix una gran homologia amb pió; és codificada pel gen
p1S/MTS2/INK4B. A l'igual de p16, piS inactiva Cdk4 i Cdk6 for­
mant complexos estables i inactivant la fosforilació de pRB. La
diferència més important entre pió i p1S se centra en la regu­
lació de la seva expressió. Mentre que la p 16 pot estar contre­
lada per senyals interns, s'ha demostrat que p1S és un subs­
trat efector del factor de creixement tumoral beta (TGFB), i

que els seus mecanismes de regulació negativa són externs.

Tant p 16 com p 1S apareixen freqüentment alterats en línies
celtulars derivades de múltiples tipus de tumors. L'alteració
més comuna és la deleció total dels altels funcionants dels
dos gens. Diferents grups han demostrat que les esmentades
aberracions genètiques es donen amb freqüències variables
en un nombre importants de tumors primaris humans=".
Sembla ser lògic, doncs, el fet de postular que els esmentats

gens són candidats supressors tumorals.
La proteïna p27/Kipl és un altre nou membre regulador nega
tiu del cicle de replicació cel·lular73.74• El gen p27lKiJ1 va ser des­
cobert pel grup del Or. Joan Massagué en la nostra Institució.
p2? respon, com p1S, a certs estímuls externs mitjançats per
TGF� 73, i provoca la detenció del cicle en la fase G 1. Aquesta
proteïna té certa homologia amb p2i/WAF1¡ i inactiva els

� 11p,6q, 13q, 18q

.�
� /8-GJ--�I N+/M+ I

G

Tis Ta T1 T2 T3a T3b
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-

Muscular pròpia
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Fig. 3. 1I·/ustració dels esradis patològics del
càncer de bufeta i alteracions moleculars as­
sociades a la progressió tumoral en lesions
neoplàsiques vesicals (diagrama modificat
d'una pUblicació prèvia del nostre grup que
va aparèixer en Ja revista Lancet - veure re­
ferència 13).



complexos cicIE-Cdk2) ciclA-Cdk2 i cicID-Cdk473.74. Aquest inhibi­

dor del cicle ha estat localitzat pel nostre grup en el cromoso­

ma 12, regió 12p12-p1375• En un estudi en collaboracló del

nostre laboratori amb el dirigit pel Or. Massagué no vam

detectar mutacions de p27/Kip1 en els tumors primaris
estudiats". Aquestes observacions es van comprovar en dos

estudis independents que es van publicar al mateix temps

que la nostra feina76,n.

Més recentment s'ha caracteritzat el gen p18, que es localitza

en el cromosoma 1 (banda 1 p32). Aquest gen codifica una

proteïna que forma complexos dímers estables Cdk4 i Cdk6,
inhibeix l'activitat cinasa dels complexos ciclD-Cdk4 i ciclD­

Cdk6, i inhibeix així també la fosforilació de pRB78. Poc sabem,
encara) del seu mecanisme de regulació i de la seva possible
implicació en tumors humans.

Conclusions

Els avanços realitzats en els camps de la biologia cellular i

molecular han produït un progrés vertiginós dels nostre nivell

comprensiu referent a processos de proliferació i diferenciació

cellolar. Així mateix, els mecanismes inherents al fenomen de

mort cellular programada, a apoptosi, s'estan descobrint. El

balanç d'aquests tres processos és el que permet l'homeòsta­

si cellular i regeix l'organogènesi tissular. Mutacions de gens

reguladors profundament implicats en aquests mecanismes

són, aparentment, els esdeveniments més importants tant

del desenvolupament com de la progressió tumoral. És l'acu­

mulació, més que l'ordre, de les esmentades alteracions gèni­
ques la que afavoreix la seva activitat sinèrgica i determina ta

transformació maligna de certs clons de cèuuíes neoplàsi­
ques.
El model molecular de progressió que hem proposat per al

càncer de bufeta sülustra en la figura 3. Aquest model incor­

pora rutes divergents que defineixen tumors de baix estadi

papiltars superficials enfront de plans (carcinoma in situ). És la

nostra hipòtesi que les alteracions que sofreixen les cellules

tumorals de lesions papiltars són principalment desbalanços
proliferatius. Tot i així, el complex grau de mecanismes de

control, així com el nombre de molècules que de forma re­

dundant supervisa aquests punts crítics del cicle (je replicació
œllular i apoptosi no permet l'expressió desmesurada d'un

fenotip biològicament agressiu. Oposat a aquest procés, altres

lesions sofreixen mutacions de gens reguladors "essencials"

que permeten l'acumulació d'altres aberracions, proporcio­
nant un alt grau d'inestabilitat gènica i afavorint: el desenca­

denament d'un fenotip altament invasiu.

Marcadors biològics que es correlacionen amb el comporta­
ment de lesions tumorals S'estan identificant constantment.

AI mateix temps, s'estan desenvolupant noves tècniques de

laboratori que detecten i avaluen els esmentats marcadors, ja
sigui tant pel que fa genotip com pel que fa a fenotip. La im-
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plementació d'aquests mètodes en el camp de l'oncologia
clínica ens proporcionarà noves guies per al diagnòstic pri­
merenc i el pronòstic de processos neoplàsics. AI seu torn,

aquestes noves estratègies ens permeten de dissenyar rè­

gims terapèutics més efectius, millorant la qualitat de vida

i prolongant la supervivència dels pacients que pateixen
càncer.
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Tumors de bufeta urinària

L'estat de coneixements actual permet d'afirmar qUE� dos

tumors morfològicament similars poden comportar-se
amb patrons biològics d'agressivitat radicalment

oposada. L'autor es basa en la història natural del

carcinoma transicional de bufeta, així com en les

alteracions moleculars reconegudes en les esmentades

lesions, per a proposar un nou model de progressió
tumoral. Aquest model incorpora rutes divergents que
defineixen tumors de baix estadi papltlars superñcials
enfront de tumors plans (carcinoma in situ). En el primer
cas, les alteracions consisteixen en desbalanços
proliferatius, però els mecanismes de control no

permeten l'expressió desmesurada d'un fenotip
biològicament agressiu; en el segon cas, es produeixen
mutacions de gens reguladors essencials que permeten
l'acumulació d'altres aberracions, que propordonen un

alt grau d'inestabilitat gènica i afavoreixen l'expressió
d'un fenotip altament invasiu. AI mateix temps, s'estan

desenvolupant tècniques de laboratori que detecten

marcadors biològics que es correlacionen amb el

comportament dels tumors, fet que ens proporcionará
noves guies per al diagnòstic primerenc i per al disseny
de règims terapèutics.
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Tumores de vejiga urinaria

El estado de conocimientos actual permite afirmar que dos

tumores morfológícamente similares pueden comportar­
se con patrones biológicos de agresividad radicalmente

opuestos. El autor se basa en la historia natural del

carcinoma transicional de vejiga, así como en las

alteraciones moleculares reconocidas en dichas lesiones,
para proponer un nuevo modelo de progresión tumoral.

Este modelo incorpora rutas divergentes que definen

tumores de bajo estadio papilares superficiales frente a

tumores planos (carcinoma in situ).. En el primer caso, las

alteraciones consisten en disbalances proliferativos, pero
los mecanismos de control no permiten la expresión
desmesurada de un fenotipo biológicamente agresivo; en

el segundo caso, se producen mutaciones de genes

reguladores esenciales que permiten la acumulación de

otras aberraciones, que proporcionan un alto grado de

inestabilidad génica y favorecen la expresión de un

fenotipo altamente invasiva. Al mismo tiempo, se están

desarrollando técnicas de laboratorio que detectan

marcadores biológicos que se correlacionan con el

comportamiento de los tumores, lo cual proporcionará
nuevas guías para el diagnóstico temprano y para el

diseño de regímenes terapéuticos.

urinary bladder tumors

Current understanding indicates that two morphologically
similar tumors may display patterns of biological behavior

that involve radically different levels of aggressivity. The

author proposes a new model of tumor progression based

on the natural history of transitional carcinoma of the

bladder as well as on known molecular changes involved

in such lesions. The new model contemplates distinct

pathways that define low-stage superficial papillary
tumors and flat tumors (carcinoma in situ). In the first type,
alterations consist of proliferative imbalances, but control

mechanisms inhibit excessive expression of a biologically
aggressive phenotype. In the second type, mutations take

place in essential regulatory genes, allowing additional

aberrations to accumulate-and produce a high degree of

genetic instability, favoring the expression of a highly
invasive phenotype. Laboratory techniques are being
developed to detect biological markers related to tumor

behavior, to provide new guidelines for early diagnosis
and the design of therapeutic protocols.
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BIOLOGIA MOLECULAR DEL CÀNCER DE PÀNCREES
Gabriel Capellà i Félix L1uís*

El càncer es pot considerar com una malaltia genètica de les
cèllules somàtiques 1. La transformació neoplàsica és el resul­
tat de l'acumulació de diverses alteracions genètiques que
comporten l'activació d'oncogens i la inactivació de gens su­

pressors tumorals'. Els oncogens són les formes activades de

gens (protooncogens) que juguen un paper importam en el
control de la proliferació i la diferenciació cel-ular normal. La

seva activació condiciona l'aparició de la neoplàsia de forma
dominant. Els gens supressors tumorals regulen de forma ne­

gativa aquests processos i és l'absència de la seva funció, la
seva inactivació, la que permet el desenvolupament (je la ne­

oplàsia. Són diverses les alteracions genètiques (per exemple,
translocacions, amplificacions, delecions, mutacions puntuals)
que poden donar com a resultat l'activació dels oncogens a

en la inactivació dels gens supressors tumorals. Les muta­

cions puntuals (els canvis en la seqüència d'un sol parell de

bases) són les que es troben amb una freqüència superior; a

més, són les més subtils e per tant, les més difícils de detec­
tar.

El càncer de pàncrees (des d'ara, CP) exocrí és una neoplàsia
freqüent en el nostre medi. La supervivència mitjana després
del diagnòstic és de 6 mesos, i no ha variat en els últims 30

anys, fet pel qual, en l'actualitat, el CP és la quarta causa de
mort per càncer en el món occdental'. En els últims anys s'ha

començat a definir un perfil molecular multiseqüencial per a

la tumorigènesi pancreàtica ductal en el qual es troben acti­
vats gens amb diferents funcions en el control de ta diferen­
ciació i la proliferació ce-lular. Aixe el receptor per al factor de
creixement epidèrmic (epidemial growth factor receptor) es

troba sobreexpressat en molts d'aquests tumors'. A més, la

majoria dels carcinomes del pàncrees exocrí (60-1 oOWa) conte­

nen mutacions en el gen K-rass, implicat en la traducció de

senyals iniciada per aquest receptor. Dos gens supressors
(p53 i pió) que tenen un paper central en el control (je la fase
G 1 del cicle cenutar es troben inactivats en la majoria d'a­

quests tumors. El 30-70% dels CP tenen el gen p53 inactivatv i
en el 80% dels casos' el gen supressor p16 no és funcional. AI-

*Laboratori d'Investigació Gastrointestinal. Institut de Recerca. Hospi­
tal de Sant Pau. Barcelona
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tres vies que normalment inhibeixen el creixement de la
cèl·lula normal també es troben alterades. Recentment, s'ha
identificat un gen supressor localitzat en el cromosoma 181 el

gen DPC4, que està implicat en el senyal de traducció iniciada

pel factor inhibidor del creixement TGF-B, que està mutat en

el 30% dels tumors pancreàtics'. Altres gens implicats en

aquesta via de traducció i que contribueixen al control del ci­
cle cellular (per exemple, p15) es troben alterats en un altre

subgrup d'aquests tumors. L'objecte d'aquest manuscrit és re­

visar, de forma breu, algunes de les alteracions genètiques
més rellevants en el càncer de pàncrees així com la utilitat de
la detecció d'aquestes alteracions en la pràctica clínica.

Oncogen K-ras. Els tres membres de la famnia de protoonco­
gens ras (c-H-ras, N-ras, (-K-ras) són els oncogens més fre­

qüentment activats en tumors humans. Són gens altament
conservats al llarg de l'evolució que codifiquen proteïnes de
185-186 aminoàcids lligats a la membrana (p21). Aquestes pro­
teïnes, que posseeixen una alta afinitat per GTP i GDP, actuen

com a mediadores del senyal entre receptors tirosina cinasa
de la superfície cellular i la cascada de serina treonina cinasa i
activen l'expressió de factors nuclears fonamentals en la re­

gulació de la proliferació i la diferenciació œllulars. La translo­
cació de les proteïnes Ras a la cara interna de la membrana
plasmàtica és un factor crític a l'hora de poder realitzar la
seva activitat biològica. L'associació amb la membrana és

conseqüència de tres modificacions posteriors a la traducció
(farnesilació, proteòlisi i carboxilmetilació). Aquestes modifica­
cions augmenten la hidrofobicitat de les proteïnes i pro­
mouen la interacció específica entre les proteïnes Ras i les se­

ves proteïnes reguladores.
El potencial maligne d'aquests oncogens s'activa per mitjà de
mutacions puntuals (canvis d'una sola base) en els codons 121
13 i 611 que condicionen canvis d'un sol aminoàcid en la se­

qüència de la proteïna Aquestes mutacions motiven que les

proteïnes quedin activades de forma constitutiva unida a GTP.
Estudis previs han demostrat que la majoria (70-90%) dels car­

cinomes de pàncrees exocrí en l'home contenen una mutació
en el codó 12 del gen e-k-ros (revisat en 5). Aquesta mutació
es dóna en els estadis precoços i tardans de la tumorigènesi
pancreàtica. L'alta incidència de mutacions en els tumors del

pàncrees exocrí suggereix que aquesta alteració podria ser



útil, a nivel! cínic, com a marcador molecular tumoral a nivell

rissular". Tot i així, la detecció de l'alteració en lesions die po­

tencial maligne no conegut (per exemple, hiperplàsia de cètlu­

les mucinoses) n'ha qüestionat la utilitat".

El receptor per al factor de creixement epidèrmic (EGFIR). Els

factors de creixement regulen, entre altres funcions, la prolife­
ració celluar per mitjà de la unió complexa amb receptors es­

pecífics en la membrana cellular. Aquests receptors posseei­
xen una porció extraœlfular que s'uneix al lligand, una altra de

transmembranosa que l'ancora a la cèl·lula i una de tercera in­

traceuular, que en molts casos té activitat tirosina cinasa.

Comparteixen aquestes característiques els receptors per al

factor de creixement epidèrmic (epidemial growth factor o

EGF), el factor de creixement deis fibroblasts (fibroblast growth

factor a FGF), i el factor de creixement derivat de les plaquetes

(platelet-derived growth factor o PDGF), a mes de dos recep­

tors més relacionats amb I'EGF denominats c-erb B-2 i c-erb B-

3. El receptor per a EGF és una proteïna important que controla

nombrosos processos biològics en la cètluía ductal pancreàti­
ca. L'EGF i el factor de creixement transformador alfa (transfor­

ming growth factor-alfa a TGF�a) són els seus dos lligands més

ben coneguts. L'EGFR sembla jugar un paper important en el

càncer de pàncrees en trobar-se sobreexpressat en el 30-50%

dels tumors primaris i de línies cellulars tumorals pancreàti­

ques. A més, aquesta sobreexposició s'ha trobat en les cètlu­

les ductals presents en espècimens de pacients afectats de

pancreatitis crònica. Mentre que el nivell d'expressió d'ECiFR és

baix en la cèl·lula pancreàtica normal, en cèl·lules tumorals

existeix la sobreexposició simultània d'EGF/TGFa i d'EGER, fet

que suggereix l'existència d'una estimulació autocrina en

aquestes cèlfules tumorals', Encara es desconeix de quina ma­

nera la sobreexposició de I'EGFR contribueix a la promoció i el

desenvolupament neoplàsic. L'amplificació gènica i el reorde­

nament del locus EGFR són alteracions freqüents en alguns tu­

mors. Per contra, en el CP, l'amplificació del gen és rara fet pel
qual la sobreexposició d'aquest gen és el resultat d'una regula­
ció a l'alça de la seva expressió.

Gen supressor p53. El gen supressor pS3 és el gen que amb

més freqüència es troba alterat en els tumors humans. La

proteïna PS3, un factor de transcripció nuclear, desenvolupa
un paper molt important en la regulació del cicle cel-ular, ja

que promou la parada del cicle cellular en la fase Gt Aquesta

parada permet a la cellula la posada en marxa dels mecanis­

mes encarregats de reparar els danys produïts en el ONA o, si

no n'hi ha, incloure la cascada apoptòtica. D'aquesta manera,

impedeix que les alteracions quedin fixades en el genoma de

la cèl·lula; per aquests motius, es considera que la proteïna
PS3 fa un paper de semàfor cetlular. El danyen el ONA, dife­

rents situacions d'estrès cel·luJar i altres estímuls, incrernen­

ten l'expressió de la proteïna PS3, la qual, de forma directa, in­

dueix la transcripció de diferents gens que codifiquen

Gabriel Capellà i Félix Lluís .- Biologia molecular del càncer de pàncrees

proteïnes implicades en el control del cicle ceuular (per exem­

ple, p21) a en la reparació del DNA (per exemple, GADD45). Les

cèllules amb la funció pS3 alterada a absent no frenen en

fase G 1 després de l'exposició a diferents agents genotòxics,
fet pel qual acumulen múltiples mutacions que poden conduir

a la transformació neoplàsica.
El gen pS3 necessita que s'mactivm, en la majoria dels casos,

les dues còpies del gen. Els mecanismes més freqüents d'i�

nactivació són les mutacions més puntuals i/o les pèrdues

al·lèJiques. Entre el 30 i el 70% dels carcinomes de pàncrees
contenen mutacions en el gen p536.7. Les mutacions en el gen

ps3 que amb més freqüència es detecten en els carcinomes

de pàncrees (més del 90%) són substitucions de bases (mis­
sense mutations) que es localitzen en els dominis conservats

de la proteïna (exons 5-8) i que comporten la substitució d'un

aminoàcid per un altre; aquests canvis poden ser tant transi­

cions (canvi d'una pirimidina per una altra) com transversions

(canvi d'una pirimidina per una purina o viceversa). Aproxima­
dament el 30% de totes les mutacions en els tumors de pan­
crees són transkions aquest valor és un punt mig entre l'alta

proporció detectada en el càncer de còlon i recte (70%) i la

baixa incidència reportada en els carcinomes de pulmó. A di­

ferència dels tumors de còlon i recte, en els tumors de pàn­
crees existeix una proporció significativa de mutacions in­

tragèniques frameshith, la majoria de delecions que es

detecten en regions riques en GpC o homocopolírners'.

Gen supressor p16. La progressió durant el cicle ceuular està

regulada per una Iamüia de proteïnes complexes: les cinases

dependents de ciclines (c!)clin-dependents kinases o CDKS),

que contribueixen a la formació de diversos punts de control

a checkpoints definits (revisat en 12). Els complexos CDKs es�

tan formats per una subunitat catalítica amb activitat cinasa i

una subunitat reguladora anomenada ciclina. En les cètlules

humanes s'han descrit múltiples CDKs implicades en el control

del cicle ceuuiar. L'activació de la CDK4 per la cidina D1 deter­

mina la progressió en G1 després de produir-se la hiperfosfori­
lació de la proteïna del retinoblastoma (Rb). El complex
CDK2/ciclina E també participa en la fase G1. La progressió en

la fase S i l'entrada en la fase M necessita, respectivament, els

complexos COK/2 Ciclina A i COG/ (iclina B (186, 187). La inacti­

vació de les CDKs pot donar-se per diferents mecanismes

com són: regulació a la baixa dels nivells de la proteïna, per

fosforilació i defosforilació, o per interacció amb proteïnes in­

hibidores de cinases dependents de ciclines (cyclin-dependent
inhibitors, CKls). Aquestes CKI són un conjunt de proteïnes COK /

ciclines, que inhibeixen així la progressió durant la fase Gi.

El gen p16 (p161NK4 CDK41, CDKN2 o MTSO localitzat en el cro­

mosoma 9, 9p21, és un inhibidor específic de les CDK4 i les

CDK6. Aquest gen supressor es caracteritza perquè, en moltes

ocasions, es produeix la inactivació dels seus dos atlels per

pèrdua en l'homozigosi. Les dades de què es disposa indiquen
que la inactivació del gen p1ó és específica de teixit i diversos
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tipus de tumors (esòfag, melanomes, carcinomes de pulmó)
presenten una alta freqüència de mutacions. A més, s'han de­
tectat alteracions en la línia germinal d'aquest gen en alguns
pacients amb melanoma familiar. En el 80% dels adenocarci­
nomes de pàncrees, així com en línies cellulars, s'han detec­
tat alteracions en aquest gen. Mentre que la incidència de

mutacions en el gen p16 en carcinomes de pàncrees és molt

elevada, existeixen poques evidències d'expressió anormal
del producte del gen del retinoblastoma en aquests tumors.

Aquesta relació inversa entre l'estat mutacional del p16 i del
Rb és lògica, ja que tots dos formen part de la mateixa via de
control del cicle ceuular.

Alteracions en la traducció de senyals de TGF"beta: els

gens Smad4 (DPC4) i p15. La resistència a l'acció inhibidora
del TGF-beta és una característica comuna a moltes cèílules
tumorals. Recentment s'ha descrit en el cromosoma 18

(18p21.1) l'existència del gen Smad4 (DPC4), candidat a gen su­

pressor tumoral, que presenta delecions en homozigosi en el

30 % dels tumors pancreàtics. Aquest gen pertany a la família
dels gens Smad, proteïnes que juguen un paper fonamental
en la via de transmissió del senyal iniciat per la unió del TGF�1
amb el seu receptor, que posseeix activitat serina treonina ci­
nasa. S'han identificat, com a mínim, tres' membres més d'a­

questa família de gens en humans dels quals es desconeix si
estan alterats en el CP.

El gen supressor p15, un altre gen implicat en la traducció de

senyals iniciada per TGF-beta, es troba inactivat en una pro­
porció significativa d'aquests tumors. En resposta a la TGF­

beta les concentracions de p15, un inhibidor dels complexos
ciclines / CDKS, està elevada. El gen p15 es localitza en la regió
9p21, prop del gen p16. Atès que les delecions homozigòti­
ques en el gen p 16 s'estenen, amb freqüència, fins a la zona

del gen p1S12, es pensa que la deleció simultània dels dos

gens podria ser molt freqüent. Tot i així, la incidència real d'al­

teracions en aquest gen encara no ha estat establerta.

Diagnòstic molecular del càncer de pàncrees

La localització retroperitoneal del CP motiva una simptomato­
logia tardana i, a vegades, inespecífica que en dificulta el

diagnòstic. Els mètodes de diagnòstic per la imatge (l'ecogra­
fia o la tomografia computeda [TC)), que permeten la identifi­
cació de masses pancreàtiques, són els que proporcionen una

major eficàcia diagnòstica quan se sospita CP. Tan l'ecografia
com la TC permeten la punció-aspiració percutània de qualse­
vol massa pancreàtica i l'obtenció d'un material que possibili­
ta un diagnòstic histològic definitiu en una proporció impor­
tant d'aquests pacients.

Mutacions en el gen K .. ros en punció-aspiració-biòpsia de

masses pancreàtiques. El material obtingut per mitjà de pun-
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ció-aspiració-biòpsia percutània de tumors pancreàtics és la

primera mostra que s'obté d'aquest tumor i, sovint, és rúnic
teixit disponible per a realitzar l'estudi histopatològic. Malgrat
l'alta sensibilitat de l'examen citològic del material fresc i en

bloc cetlular, el citopatòleg no sempre pot proporcionar un

diagnòstic definitiu.
A l'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau s'ha analitzat la utilitat
de les mutacions en el gen K-ras en el material obtingut de

puncions aspiracions pancreàtiques amb guia ecogràfica o TC

de masses pancreàtiques en 93 malalts atesos en l'esmentat
centre entre gener de 1985 i desembre de 1991 (51 homes,42
donés, edat mitjana 62,1 ± 13,3 anys). El diagnòstic morfològic
es va dur a terme per mitjà d'una extensió convencional i
bloc cellular. Les mutacions en el gen e-k-ros (codon 12) es

detecten per mitjà de la tècnica de RELP/PCR que permet de
detectar la mutació encara que només sigui present en el

25% dels allels analitzats. El diagnòstic de càncer de pàncrees
es va establir si: a) hi havia biòpsia quirúrgica positiva per a

carcinomes a tumors amb conegut potencia.l maligne (per
exemple, adenomes), i/o b) mort durant el primer any des del

diagnòstic amb evolució clínica compatible amb càncer termi­
nal. El seguiment clínic va ser complet en tots els malalts. En

76 dels 93 malalts (81,7%) es va confirmar l'existència de ne�

aplàsia. En 4 malalts es va diagnosticar tumors endocrins. En

13 casos (17%) el diagnòstic final va ser malaltia no neoplàsica
(pancreatitis crònica amb masses quistoses en cinc, quists de

desaparició espontània en sis i pseudoquists en dosi
La citologia va identificar cèlíules malignes en 46 casos sense

falsos positius i 43 casos es van dictaminar com a negatius
(17 veritables negatius a VN, i 26 falsos negatius a FN, 15 dels

quals amb cèlíules atípiques). Es va poder extreure DNA per a

realitzar l'anàlisi de les mutacions en 88 dels 93 casos (94%).
La mutació es va detectar en 42 casos (41 carcinomes i 1 cis­

toadenoma). 46 casos van ser negatius (17 VN i 29 FN). L'anàlisi
de la mutació va contribuir al diagnòstic, en confirmar la

presència de cèl·lules neoplàsiques, en 15 casos (13,9%): 7 de

15 citologies sospitoses, 3 de 22 citologies negatives i 3 dels 4

casos que el patòleg va considerar no valorables. Aquests re­

sultats, obtinguts d'una sèrie àmplia, suggereixen que la de­

tecció de mutacions en l'oncogen K-ras pot ser útil com a

marcador tumoral a nivell tissular, ja que pot müorar l'eficàcia

diagnòstica de la citologia en l'anàlisi morfològica de les pun­
cions-aspiracions-biòpsies de masses pancreàtiq ues, sense

falsos positius. Aquesta tècnica estaria indicada quan la citolo­

gia mostra la presència de cèllules atípiques a aparentment
benignes. En la sèrie estesa no s'han detectat mutacions en

aspiracions amb hiperplàsia de cellules mucinoses, una enti­
tat patològica de potencial maligne desconegut" tal com ha
estat prèviament descrit en FNA 12 a secrecions pancreàti­
ques12. Aquestes diferències poden ser a causa del tipus de

població inclòs en els diferents estudis. La interpretació dels
resultats de l'anàlisi molecular ha de tenir sempre en compte
la resta de la informació clínica del pacient.



Mutacions en el gen K-ras en altres mostres biològiques:
suc pancreàtic, sang perifèrica i femtes. El diagnòstic prime­
renc del CP necessita exploracions més sensibles i entre les

que tenen un major potencial destaca l'estudi citològic del suc

pancreàtic obtingut durant la colangiopancreatografia retrò­

grada (ePRE). La sensibilitat de la ePRE amb estudi citològic del

suc pancreàtic és del 76% i augmenta fins al 90% quan el tu­

mor està localitzat en el cap de la glàndula. Aquesta tècnica

comporta una alternativa diagnòstica en els casos en què no

és possible obtenir una punció citològica a una biòpsia del tu­

mor.

La sensibilitat de la (PRE amb estudi citològic del suc pancreà­
tic es pot també incrementar si es complementa amb l'estudi

genètic de la detecció de mutacions del gen K-ras. S'ha ava­

luat/ de forma preliminar, la utilitat diagnòstica de la detecció

de mutacions en suc pancreàtic en 28 pacients utilitzant tèc­

niques convencionals. Mentre que la citologia només va iden­

tificar cèllules malignes en 3 dels 13 carcinomes estudiats, les

tècniques convencionals van detectar mutacions en 9 (je 13.

L'anàlisi molecular va aportar informació clínica addicional i

decisiva en dos d'aquests casos. En uns altres dos casos es va

detectar la mutació en absència d'una altra evidència die ne­

oplàsia; el seguiment d'aquests pacients ens ajudarà a inter­

pretar aquests resultats. Finalment, en 7 casos de patologia
pancreàtica no maligna ni la citologia ni "anàlisi molecular van

obtenir falsos positius.
Quan es tracta de detectar cèuules neoplàsiques en presència
d'una quantitat important de cèl·lules normals són necessà­

ries tècniques de detecció de major sensibilitat. Amb aquesta
finalitat s'han desenvolupat diferents rnetodologies d'alta sen­

sibilitat per a la detecció de mutacions basada en modifica­

cions de la tècnica original de la peR o en la combinació de

tècniques de detecció de mutacions amb immunoextrracció

de cèllules tumorals. Utilitzant aquestes tècniques d'alta sen­

sibilitat en suc pancreàtic s'ha millorat la sensibilitat al

diagnòstic fins al 90%. Tot i així, es detecten les mutacions en

una proporció elevada (3 de 7) de pacients diagnosticats de

pancreatitis crònica. L'especificitat de les mutacions en els

gens ras per al teixit tumoral ha estat qüestionada per la de­

tecció de mutacions en secrecions pancreàtiques de pacients
amb hiperplàsia de cèljules mucinoses, una entitat dinicopa­
tològica associada a la pancreatitis crònica i el potencial ma­

ligne de la qual és encara desconegut. En aquests pacients, la

detecció de mutacions no és indicativa de malaltia neoplàsica.
Tot i així, és possible que ens proporcioni informació sobre el

subgrup de pacients afectats de pancreatitis crònica que pre­

senten un rise augmentat de desenvolupar neoplàsia.
Finalment és important de recordar que per mitjà d'aquestes
tècniques ha estat possible de detectar mutacions en mos­

tres obtingudes de forma no invasiva: s'han detectat muta­

cions en cellules circulants en sang perifèrica, i fins i tot en

plasma de pacients afectats de càncer de pàncrees fet que
obre la possibilitat de confirmar el diagnòstic de neoplàsia de

Gabriel Capellà i Félix Lluís .- Biologia molecular del càncer de pàncrees

pàncrees en presència de masses pancreàtiques sense neces­

sitat de practicar una pundóv. A més, és possible de detectar

aquestes mutacions en cèl·lules exfoliades del conducte pan­

creàtic identificades en les femtes d'aquests pacients, fet que

constitueix una nova opció per al diagnòstic no invasiu".

En resum, la detecció de mutacions en el gen K-ras ha obert

el camí del diagnòstic molecular del cancer de pàncrees: o)

pot complementar el diagnòstic citològic clàssic en el mate­

rial obtingut per mitjà de punció-aspiració-biòpsia de masses

pancreàtiques; b) permet, en un subgrup d'aquests pacients,
un diagnòstic precoç del càncer de pàncrees; e) és la primera
alternativa real al diagnòstic no invasiu de la malaltia per

mitjà de la detecció de mutacions en sang perifèrica. Final­

ment, és important de recordar que aquests estudis estan en

constant evolució i que les mutacions, en un determinat con­

text clínic, poden no estar indicant la presència de neoplàsia
(benigna a maligna), sinó que poden permetre la identificació

d'aquells pacients amb pancreatitis crònica amb un risc supe­

rior de desenvolupar carcinomes de pàncrees.
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CÀNCER DE PÀNCREES

La detecció de mutacions en el gen K-ras ha obert el camí
del diagnòstic molecular del càncer de pàncrees: o) pot
complementar el diagnòstic citològic clàssic en el material

obtingut per mitjà de punció-aspiració-biòpsia de masses

pancreàtiques; b) permet, en un subgrup d'aquests
pacients, un diagnòstic primerenc del càncer de pàncrees:
e) és ta primera alternativa real al diagnòstic no invasiu de
la malaltia per mitjà de la detecció de mutacions en sang
perifèrica. Es recorda que aquests estudis estan en

constant evolució i que les mutacions, en un determinat
context clínic, poden no estar indicant la presència de

neoplàsia (benigna a maligna), sinó que poden permetre la

identificació d'aquells pacients amb pancreatitis crònica
amb un rise superior de desenvolupar carcinomes de

pàncrees.

CÁNCER DE PÁNCREAS

La detección de mutaciones en el gen K-ras ha abierto el
camino de diagnóstico molecular del cáncer de páncreas:
a) puede complementar el diagnóstico citológico clásico
en el material obtenido mediante punción aspiración­
biopsia de masas pancreáticas; b) permite, en un subgrupo
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de estos pacientes, un diagnóstico temprano del cáncer de
páncras, y e) es la primera alternativa real al diagnóstico
no invasiva de la enfermedad mediante la detección de
mutaciones en sangre periférica. Se recuerda que estos

estudios están en constante evolución y que las

mutaciones, en un determinado contexto clínico, pueden
no estar indicando la presencia de neoplasia (benigna a

maligna), sino que pueden permitir la identificación de

aquellos pacientes con pancreatitis crónica con un mayor
riesgo de desarrollar carcinomas de páncreas.

CANCER OF THE PANCREAS

The detection of K-ras gene mutations opened the way
toward the molecular diagnosis of pancreatic cancer.

Molecular diagnosis a) can be used to complement
traditional cytologic diagnosis of specimens obtained by
needle or aspiration biopsy of pancreatic masses, b)
allows early diagnosis of pancreatic cancer in some

patients, and c) is the first truly non invasive diagnostic
alternative for this disease, based on detecting mutations
in peripheral blood. Research is evolving continuously and
mutations in a specific clinical setting may not indicate the

presence of neoplasia (benign or malignant) but rather
may screen for patients with chronic pancreatitis or

greater risk of developing carcinoma of the pancreas.



podria alliberar la proliferació cel-Iular i permetria el desenvo­

lupament neoplàsic. És per això que es considera un gen su­

pressor. El Rb és expressat per tots els teixits, la seva quanti­
tat no sembla variar durant el cicle cenular: la seva activitat

inhibitòria és inversa al seu estat de fosforilació; per tant, la

forma hipofosforilada és la que exerceix l'acció inhibidora sa­

bre la progressió del cicle cellular-. El grau de fosforilació del

Rb és al seu torn regulat per un complex de diverses proteï­
nes la influència del qual l'augmenta i, per tant, en disminueix

l'activitat. El complex abans esmentat el conformen les cina­

ses ciclindependents (cdks). les delmes de tipus D, l'antigen
nuclear de cèuules proliferants (peNA) i, probablement, altres

reguladors recentment descoberts com ara el p16 (MTS1) i el

p21 (WAF)3-s. Aquests dos últims semblen actuar inhibint la

capacitat fosforilativa del complex cdk/ciclina o/peNA, fet pel
qual també es consideren gens supressors. En canvi, un in­

crement de l'activitat de la ciclina 01, integrant del complex i

actualment considerada un regulador amb capacitat oncogè­
nica-, és capaç d'induir una acceleració del cicle cel·lular. Però

l'anterior esquema d'efectes resulta en excés simplista a cau­

sa de la probable existència entre ells de retroalimentació

(regulatory loops) que permeten l'activitat moduladora recí­

proca. Aquest és el cas del Rb, l'activitat de la qual és contro­

lada per cdklD1 de la forma abans esmentada i que, al seu

torn, sembla intervenir regulant l'estabilitat d'aquest

complex?
Alteracions de qualsevol d'aquests i d'altres reguladors del

sistema de control del cicle cellular són potencials causes

de proliferació incontrolada i, per tant, de desenvolupament

neoplàsic.

BASES MOLECULARS DEL CÀNCER DE MAMA

Pedro L. Fernández*

El carcinoma mamari és un problema mèdic d'especial re­

llevància en el nostre entorn, no només per la seva incidència

sinó també per les connotacions personals i socials que impli­
ca. Això ha portat al fet que s'hagi incrementat l'esforç inves­

tigador per a intentar de descobrir-lo el més precoçment pos­

sible i a tractar-lo de la manera més efectiva. Noves tècn.ques

analítiques i d'imatge, i innovadors règims quimioteràpics i ra­

dioteràpics, han produït un gran avenç en aquest sentit. Però

no hi ha dubte que per a progressar en el coneixement d'a­

quest i d'altres processos neoplàsics s'ha de buscar el conei­

xement dels més íntims processos celtulars alterats en la

neoplàsia, que és on la investigació bàsica estableix els

fonaments per a avanços en altres camps.

A vui se sap que existeixen alteracions moleculars a diferents

nivells i en diferents aspectes biològics de la ceuula Per

exemple, coneixem que gran part de l'agressivitat de les

cètlules malignes depèn de la seva capacitat per a interaccio­

nar amb la matriu extracelfular (MEC) i que això ho aconse­

gueix desenvolupant mecanismes d'ancoratge (receptors de

membrana) i sistemes enzimàtics de degradació d'aquesta
MEC (metal·loproteïnases, catepsines, etc.). Però és ben cone­

gut que una de les característiques bàsiques de les cèllules

neoplàsiques és la seva gran capacitat de proliferació i si s'a­

nalitzen les alteracions genètiques que contínuament es des­

criuen en aquestes cellules (oncogens, gens supressors) resul­

ta evident que la majoria d'elles afecten els mecanismes

reguladors del cicle celluler o els gens que controlen la mort

cel·lular programada (apoptosi).

Mecanismes reguladors del cicle cel.lular

El control del cicle cel-ular i, per tant, de la proliferació es deu

a un sistema complex de reguladors que actuen en diferents

fases de l'esmentat control. Un dels moments més impor­
tants del cicle cel·lular és el de la decisió d'avançar des de la

fase premitòtica G1 a la fase de síntesi (fase S) i començar la

duplicació del material genètic. Segons estudis recents, un

dels reguladors negatius crítics en aquest punt és el produc­
te del gen de la susceptibilitat al retinoblastoma (Rb), la inac­

tivació homozigòtica del qual, segons el model de knudson',

*Departament d'Anatomia Patològica
Hospital Clínic. Barcelona

Control de I'apoptosi ceuular

L'apoptosi o "mort cellular programada" és un procés fisiolò­

gic que regula la població ccuutar en els teixits normals i ne­

oplàsics, i l'alteració de la qual podria donar noc també a una

acumulació cetlular anòmala. El pS3 és un gran supressor alte­

rat amb freqüència en un gran nombre de càncers humans' i

sembla actuar com a inductor de rapoptosi en cellules el DNA

de les quals ha esta danyat', fet que podria compensar altera­

cions del Rb que portin a la proliferació cellular incontrolada".

A més, el pS3 sembla exercir un important paper en la regula­
ció del cicle cetlular, que podria estar mitjançat per la proteïna

p21 l'expressió de la qual controla, i que la faria estar en ren-
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creuament entre els dos mecanismes que controlen la pobla­
ció de cèllules dels teixits.

Un altre gen relacionat amb l'apoptosí és el bcl-2, l'activació
del qual es va descobrir inicialment en limfomes foliculars i

que ocorria per una translocació (14:18)12. L'expressió de la

proteïna codificada per aquest gen inhibeix I'apoptosi cellular,
s'ha plantejat, a més, que l'activitat apoptòtica de pS3 estaria

mitjançada per una inhibició de bcl-213•

Alteracions de gens reguladors de la proliferació cell·lular
en tumors mamaris

En els últims anys s'han descrit alteracions en la majoria dels

gens abans esmentats en tumors de diferents òrgans, entre

ells la mama, i probablement tindran una estreta relació amb
el desenvolupament de les seves neoplàsies.
Se sap que en carcinomes mamaris existeixen fortes muta­

cions i delecions del gen Rb i del pS3, així com activació del
bcl-213,15. El significat pronòstic o terapèutic de les alteracions
de Rb en tumors mamaris no és clar encara, si bé s'ha pogut
comprovar que es relaciona amb una activitat proliferativa tu­

moral significativament augmentada". L'expressió irnrnu­

nohistoqufmica de pS3, a causa de l'existència d'un producte
anòmal i inactiu d'aquest gen, s'ha valorat per alguns com a

factor de pronòstic de mala evolució". Sembla ser que la inac­
tivació d'aquest gen supressor podria ser clau en els primers
moments de la transformació neoplàsica mamària en imrnor­
talitzar les cèllules i permetre l'acumulació posterior d'ano­
malies genètiques. L'expressió tumoral de bc/-2 s'ha correla­
cionat amb una millor resposta al tractament hormonal". De

la mateixa manera, s'han observat anomalies en forma d'am­

plificació gènica i sobreexpressió de la ciclina Di en un per­
centatge significatiu de tumors mamaris, amb possibles re­

percussions pronostíques'v> S'ha hipotetitzat fins i tot que la

sobreexpressió d'aquest gen podria ser un possible mecanis­
me de resistència al tractament antiestrogènic. Atès que els
nivells basals de la ciclina Di estan probablement subjectes a

la inducció estrogènica". el tractament antiestiroideu és pro­
bable que exerceixi una funció antiproliferativa en disminuir­
los. En aquells casos en què el gen d'aquesta ciclina estigui so­

breexpressat, per exemple per l'amplificació, l'augment
d'aquest estimulador de proliferació cel-lular sobrepassaria la

capacitat de bloqueig del tractament". Recentment, s'ha plan­
tejat, a més, que la sobreexpressió del gen de la ciclina Di po­
dria ser el mediador en alguns casos, com en línies cellulars
murines d'epiteli mamari transformat, de l'acció del oncogen
ras23, fet amb el qual aquest regulador del cicle ceuolar podria
situar-se en l'encreuament de diversos mecanismes oncogè­
nics.

Més escassa és la informació que es disposa dels gens su­

pressors p16 i p21. Recentment s'ha descrit la freqüent dele­
ció homozigòtica del primer en línies cellulars de múltiples ti-
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pus de carcinomes, entre ells el de mama, així com en tumors

primaris> i 24, mentre que els coneixements sobre alteracions
de p21 pràcticament es limiten a estudis in vitraS,11.
Un altre oncogen que fa anys va despertar gran interès com

a predictor d'agressivitat biològica en càncers mamaris va ser

el neu (e-erB2). La proteïna codificada per aquest gen es loca­
litza en Ja membrana de les cètlules i sembla estar relaciona­
da amb la motilitat cellular en expressar-se en els pseudòpo­
des i, més indirectament, amb la proliferació. Inicialment es va

postular que la seva sobreexpressió en carcinomes axitlars
sense metàstasi podria detectar una població que necessita
una agressivitat terapèutica superior, però avui es pensa que
no serveix per a predir de forma independent d'altres parà­
metres. Més recentment, es planteja que la seva determine­
ció podria ser útil per a predir la resposta a certs tractaments

(veure revisió a 25).
El gen BRCA 1 sembla intervenir en el 80-900/0 de casos de càn­

cer d'ovari i mamaris familiars, en els qua's actua com a un

gen supressor que està alterat en línia germinal d'aquests pa­
cients. El BRCA2 es comporta de manera similar, però a més
es veu alterat en casos esporàdics i en carcinomes de mama

masculins. La possibilitat de detectar aquestes anomalies en

membres de famnies amb aquest tipus de càncers s'ha plan­
tejat insistentment, però un triatge sistemàtic és encara pre­
matur, atès que es plategen problemes pràctics a causa de la
mesura i la varietat de possibles mutacions dels gens esmen­

tats, les quals no totes són de significat conegut=",

Hipòtesis i perspectives en l'estudi dels mecanismes

reguladors del cicle ceílular

Atès que l'estudi dels mecanismes carcinogènics in viva és als
seus inicis, encara manca una visió global de les alteracions

d'aquest complex sistema regulador en neoplàsies humanes.
Es desconeix, per tant, si les anomalies fins ara descrites en

neoplàsies mamàries i que afecten a diferents moduladors
del cicle ce-lular, són suficients per se per a la transformació i
la progressió neoplàsica o, com se sospitava, coincideixen i

cooperen en aquest procés escalonat des de les lesions hi­

perplàsiques a les lesions preinvasives (carcinoma in situ) i in­
vasives. De forma resumida, es creu que la primera fase de la
transformació neoplàsica, tant en carcinomes mamaris com

en d'altres models tumorals, consistiria en la inactivació de
gens supressors (Rb, p53, BRCA 1, BReA2) que, sense produir
canvis somàtics, donarien lloc a una proliferació incontrolada i
a una inestabilitat genètica (gran freqüència d'altres anoma­

lies per pèrdua dels mecanismes de control de la integritat
genòmica). Aquesta primera fase estaria facilitada en aquells
subjectes que ja hereten anomalies d'algun gen supressor en

les seves cèllules normals (línia germinal). La sumació d'altres
alteracions com l'activació oncogènica (mye, dclina Di, neu,
etc) podrien ser els desencadenants definitius de la transfer-



mació maligna de les cèl-ules, que adquiririen canvis fenotí­

pics d'agressivitat (receptors de membrana, protasa) i perme­
trien la invasió local i disseminació metastàsica.

Si s'assumeix l'estadi incipient d'aquests estudis, és lògic ad­

metre la incertesa no només sobre el significat biològic, sinó

també sobre la possible utilitat clínica pràctica (diagnòstica,
predictiva i terapèutica) que l'avaluació de la majoria dels ele­

ments abans citats pot aportar en el maneig dels pacients. En

qualsevol cas, el coneixement dels factors que controlen el ci­

cle cellular, encara que en fase preliminar, és prometedor des

del punt de vista clínic. La seva aplicació en aspectes tan im­

portants com conèixer el risc de la població, la seva relació

amb factors clinicopatològics ja estudiats en el càncer de

mama, el seu possible valor pronòstic sobre l'agressivitat tu­

moral i la seva potencial influència en l'elecció del tractament

i en la resistència a fàrmacs és probable que determinin can­

vis en el maneig d'aquesta malaltia en un futur pròxim.
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CÀNCER DE MAMA

En els carcinomes de mama es donen mutacions i

delecions freqüents del gen Rb i p53, així com l'activació

de bcl-2. concretament, les alteracions de Rb s'han

relacionat amb una activitat proliferativa tumoral

significativament augmentada¡ l'expressió
immunohistoquímica de p53, deguda a la presència d'un

producte anòmal i inactiu d'aquest gen, s'ha valorat per

alguns com a un factor pronòstic de mala evolució i, per

últim, l'expressió tumoral de bcl-2 s'ha correlacionat amb

una millor resposta al tractament hormonal. Així mateix,
s'han observat anomalies, en forma d'amplificació gènica i

sobreexposició, de la ciclina D1 en un percentatge
significatiu de tumors mamaris¡ s'ha postulat que la

sobreexposició d'aquest gen podria constituir un possible
mecanisme de resistència al tractament antiestrogen i, a

més, podria ser el mediador de l'acció del oncogèn ros. El

gen brca1 sembla intervenir en el 80-90% de casos de

càncer d'ovari i mama familiars, i el brca2, a més, està

alterat en casos esporàdics i en càncer de mama masculí¡
això fa útil el seu estudi en famílies afectades d'aquest
tipus de càncer. En el futur, el coneixement d'aquestes
anomalies i la seva repercussió sobre el cicle cel·lular

permetran valorar el risc de la població i el pronòstic
sobre l'agressivitat tumoral, així com la seva influència en

l'elecció del tractament i en la resistència als fàrmacs

utilitzats.
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CÁNCER DE MAMA

En carcinomas de mama existen frecuentes mutaciones y
deleciones del gen Rb y p53, así como activación de bcl-2.

Concretamente, las alteraciones de �b se han relacionado
con una actividad proliferativa tumoral significativamente
aumentada¡ la expresión inmunohistoquímica de p53,
debida a la existencia de un producto anómalo e inactivo
de este gen, se ha valorado por algunos como factor

pronóstico de mala evolución y, por último, la expresión
tumoral de bcl-2 se ha correlacionado con una mejor
respuesta al tratamiento hormonal. Asimismo, se han
observado anomalías, en forma de amplificación génica y

sobreexposición, de la ciclina 01 en un porcentaje
significativo de tumores mamarios. se ha postulado que la

sobreexposición de este gen podría constituir un posible
mecanismo de resistencia al tratamiento antiestrogénico
y, además, podría ser el mediador de la acción del

oncogén ras. El gen brca1 parece intervenir en el 80-90%

de casos de cáncer de ovario y mama familiares y el

brca2, además, está alterado en casos esporádicos y en

cáncer de mama masculino; ello hace útil su estudio en

familias afectas de este tipo de cáncer. En el futuro, el
conocimiento de estas anomalías y su repercusión sobre
el ciclo celular permitirán valorar el riesgo de la población
y el pronóstico sobre la agresividad tumoral, así como su

influencia en la elección del tratamiento y en la resistencia
a los fármacos utilizados.
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BREAST CANCER

Mutations and deletions of the Rb and p53 genes, as well

as activation of bel-2, are common phenomena in breast
cancers. Specifically, changes in Rb have been related to

significantly increased tumor proliferation activity; the
immunohistochemical expression of p53 has been

interpreted by some to be a factor indicating poor
prognosis, due to an anomalous inactive product of the

gene; and finally, the tumor expression of bc/-2 has been

related to better response to hormone treatment

Likewise, anomalies in the form of amplification and

overexpression of the D1 cyclin gene has been
demonstrated in a significant percentage of breast tumors,
and it has been postulated that the overexpression of this

gene may explain resistance to antiestrogenic treatment

and, further, that it might mediate the activation of the ras

oncogene. The brca1 gene seems to intervene in 80 to 90%

of familial ovarian and breast cancers, while brca2 is

altered in sporadic cases and in breast cancer in men, such

that the study of this gene in families affected by such
cancers might be useful. Further knowledge of such

alterations and their impact on the cell cycle will allow us

to assess population risk and predict tumor aggressivity,
as well as influence choice of treatment and aid

understanding of drug resistance.



Vida Acadèmica

Durant el primer semestre de l'any 1998 s'han desenvolupat les se­

güents activitats acadèmiques:

Lliçó inaugural de curs, a càrrec de l'acadèmic numerari Dr. Josep La­

porte i Salas, amb el tema: "La salut a Catalunya a tombant de se­

gle" (25 de gener)

Actes de recepció dels acadèmics numeraris doctors Ricard Castillo

i Cofiño (8 de febrer), josep M. Mascaró i Ballester (29 de març) i Fran­

cesc M. Doménech i Tornè (24 de maig)

Sessió de lliurament del premi de la Societat Catalana de Trasplan­
taments al Dr. Vicenç Martí i Claramunt (17 de març)

I col-loqui del curs 1998, sobre "Medicaments genèrics", coordinar

per l'acadèmic numerari Dr. josep A. Salvà i Miquel (24 de març)

II Curs sobre "L'humanisme en medicina", dirigit pel Dr. Antoni Ca­

ralps i Riera, acadèmic numerari (27 de març)

Col(loqui hispanomexicà sobre "Arrels de l'activitat mental", dirigit
pels doctors Francesc García-Valdecasas' i Hugo Aréchiga (31 de

març i 1 d'abril)

Conferència extraordinària pel Dr. jasé Alberto Costa e Silva, director

de la Divisió de Salut Mental de l'OMS sobre el tema "Programa de la

OMS para la promoción de la Salud Mental" (2 d'abril)

II Cal-loqui dels curs 1998, sobre el tema "Importància del diagnòstic
precoç en psiquiatna", coordinat pels doctors Carles Ballús i Edelmi­

ra Doménech, acadèmics numeraris (21 d'abril).

93



 



Protectors de la Fundació

Grup Bristol Myers Squibb
Laboratoris Astra

Laboratoris Fardi S.A
Sanofi Winthrop S.A.

La Fundació Pere Virgili dóna suport a la publicació de la Revista de la Reial Acadèmia
de Medicina de Catalunya

Membres Honorifics de la Fundació
Almirall Prodesfarma S.A.

Col.legi Oficial de Metges de Barcelona
Fundació Uriach 1838

Grup Ferrer Internacional S.A.

Grup Novartis a Espanya
Laboratorios Menarini S.A.

Laboratoris del Dr. Esteve S.A.

Química Farmacéutica Bayer S.A.


