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MELANOMA
De la biologia molecular a la clinica, desafios actuales y nuevas fronteras
terapéuticas

Resumen

Este articulo ofrece una revision integral y
actualizada del melanoma, uno de los
tumores cutdneos mds agresivos, integrando
epidemiologia, bases celulares y moleculares,
progresion  tumoral 'y estrategias de
diagndstico y terapias. Se analizan en
profundidad las alteraciones genéticas clave,
las vias de sefalizacion involucradas y el rol

El cancer y su panorama en Argentina

El cancer engloba a un grupo de
enfermedades que se caracterizan por un
crecimiento celular desregulado e inclusive
en ciertas ocasiones puede propagarse hacia
otros tejidos, inducir la transformaciéon de
células sanas y extender asi la enfermedad.
Este hecho que se conoce como metastasis
tiene asociada una baja tasa de
supervivencia. Hay varias etapas en la
progresion del cancer (estadios | a IV) que se
definen segln sea el tamafio del tumor, la
extension del tumor primario y la capacidad
de propagacién hacia ganglios linfaticos u
otros drganos. Los métodos convencionales
de tratamiento del cancer incluyen cirugia,

critico de la radiacion ultravioleta en la
carcinogénesis. Asimismo, se discuten los
avances y limitaciones de la cirugia, la
quimioterapia, la inmunoterapia y la terapia
génica, con especial énfasis en los
mecanismos de resistencia y en nuevas
oportunidades de prevencion y abordaje
terapéutico.

radiacion y quimioterapia. Se sabe que
ciertos factores como organismos infecciosos,
dieta poco saludable, pesticidas, toxinas
ambientales, tabaco, mutaciones genéticas
hereditarias, afecciones inmunes y hormonas
son responsables de esta enfermedad|[1].

De acuerdo a las estimaciones
realizadas por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas
en inglés) en el afio 2018 Argentina se
encontraba entre los paises con una
incidencia de cancer media-alta (rango 172,3
a 242,9 por cada 100.000 habitantes)
ubicandose en el séptimo lugar de la regién
de las Américas y siendo el cancer de mama
el de mayor incidencia (fig. 1).
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Figura 1. Tasa de incidencia ajustada por edad (ASR) para distintos tipos de cancer en Argentina afio 2018. Para
calcular la ASR se consideraron todas las edades y géneros. Adaptado de http://gco.iarc.fr/today/home.

En ese momento la poblacion total
era de 44.688.858 millones de personas, el
numero de casos nuevos 129.047, el nimero
de muertes 68 778 y la prevalencia en 5 afios
337.638[2].

Para nuestro pais se calcula una
incidencia de 229 casos nuevos por cada
100.000 varones y 215 casos por cada
100.000 mujeres segun los datos de Registros
de Cancer de Base Poblacional para los
proximos afos[3]. La prevalencia a 5 anos
para todas las edades para todos los canceres
es de 337.638 casos[2].

Melanoma: origen, evolucién y diagnodstico
Origen

El melanoma es un tipo de cancer de
piel originado por la transformaciéon maligna
de los melanocitos. Estos se encuentran
distribuidos uniformemente en toda la
superficie de la piel y su proliferaciéon y
diferenciacion es controlada estrictamente
por los queratinocitos a través de la secrecion
de distintos factores solubles (fig. 2). La
mutacién de ciertos genes en los melanocitos
les permitird evadir ese control ejercido por
los queratinocitos y proliferar y extenderse
formando lunares (nuevos)[4] (tabla 1).

Tabla 1. Alteraciones genéticas mas frecuentes en melanomal4].

Gen Frecuencia (%)* Tipo
BRAF 50-70

NRAS 15-30

Akt3 43-60

CDKN2A 40-80

PTEN 10-30

APAF-1 40

p53 10

Ciclina D1 6-44

Mutacion (activacion)
Mutacién (activacién)
Sobreexpresién

Delecién, mutacidn, metilacién
Mutacidn o delecidn
Metilacion

Delecién o mutacién
Amplificacién
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CDKN2B 36 Delecién

B-catenina 6 Mutacion (activacion)
Retinoblastoma 6 Mutacidn

Mitf 6-16 Amplificacién

*El rango de valores se debe a observaciones entre distintos laboratorios. **Las mutaciones pueden ser inserciones,
inversiones, transiciones en regiones CpG, mutaciones puntuales[5][6][7].

Los melanocitos son células
especializadas en la produccion de melanina,
el principal pigmento responsable de la
coloracién de la piel, los ojos y el pelo. La
melanina se encuentra en los tejidos de las
mucosas del intestino delgado, el ano, la
vulva, la boca y el tracto aéreo-digestivo
superior. Los melanocitos también se
encuentran en la Uvea y en el oido interno[8].
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Figura 2. Descripcion de la piel y sus capas[4].

El espectro de radiaciéon UV se divide
en tres regiones: UVA (320-400 nm), UVB
(280-320 nm), y UVC (200-280 nm). La
radiacion UVC es biolégicamente irrelevante,
ya que es casi completamente absorbida por
la capa de ozono atmosférica. Tanto UVA
como UVB llegan a la superficie de la tierra 'y

La melanina protege a la piel de los efectos
de la luz ultravioleta. Una limitada exposicidon
a la luz UV es necesaria para el organismo,
por ejemplo, para la generacién de la forma
bioactiva de la vitamina D. Sin embargo, la
exposicidon excesiva resulta perjudicial por su
efecto carcinogénico sobre los tejidos y las
células.
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tienen efectos dafiinos sobre el ADN y las
proteinas tisulares. La radiacion UVB es
considerada mds peligrosa que la UVA, ya
que causa dos tipos importantes de lesiones
en el ADN: dimeros de pirimidinas, mas
abundantes y de mayor capacidad
carcinogénica que otras lesiones dando



origen a mutaciones C > Ty CC - TT (C:
Citosina, T: Timidina)[4], y los fotoproductos
6-4 (6-pirimidina 4-pirimidona).

Durante el desarrollo embrionario en
vertebrados se forma la cresta neural (CN) en
los extremos dorsales del epitelio neural,
dando lugar a células migratorias que
colonizan un amplio rango de tejidos
embrionarios que generan diferentes linajes
celulares. Entre ellos, neuronas y células de la
glia del sistema nervioso periférico (SNP);
melanocitos; células endocrinas de las
glandulas adrenales y tiroides y células
mesenquimales que forman cartilagos
craneofaciales, huesos, dermis, tejido
adiposo y células del musculo liso[9]. Los
melanocitos diferenciados se caracterizan por
su morfologia dendritica y por la acumulacién
y trafico de melanina en los melanosomas. La
biosintesis de la melanina involucra varias
enzimas, siendo las principales la tirosinasa o
tirosina quinasa (Tyr) y las proteinas
relacionadas a tirosinasa, Trpl y Trp2, (o
dopacromo tautomerasa, Dct). En relacion al
melanoma se encuentran los genes
influyentes en la pigmentacion y control del
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ciclo celular. Estos incluyen regiones que
rodean los genes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R) y tirosinasa (TYR). El
MC1R es un receptor acoplado a proteina G
ubicado en la membrana plasmatica. Las
mutaciones disruptivas de CMI1R estan
asociadas con el pelo rojo, las pecas y la
sensibilidad al sol debido a una falla en el
procesamiento de la feomelanina
roja/amarilla en eumelanina marrén/negra.
La tirosinasa es la enzima limitante de la
velocidad en la produccién de melanina. La
TYR estd regulada transcripcionalmente por
la union de MITF (factor de transcripcidon
asociado a microftalmia) a su promotor. La
actividad oxidasa de la tirosinasa convierte la
dopa en dopaquinona, un precursor de la
melanina[10]. Las mutaciones en la tirosinasa
provocan un trastorno poco comun llamado
albinismo oculocutdneo[11], que se asocia
con la sensibilidad ultravioleta (UV), mientras
que las variantes comunes asociadas con los
ojos azules se han relacionado con Ia
predisposicion al melanoma segun GWAS
(genome-wide association studies)[12] (figs.
3ya4).

vl

s

VGIE QA p

Figura 3. Mutaciones mas comunes encontradas en pacientes con melanoma. El principal factor de riesgo es la radiacion
ultravioleta, mientras que los antecedentes familiares aumentan el riesgo al doble. Las mutaciones en el gen CDKN2A, a
menudo afectan a los supresores tumorales p16INK4a (activa ciclo celular) o p14ARF (induce apoptosis). Por otro lado, en



la via de sefializacion RAS/RAF, exclusivamente NRAS o BRAF estan mutados en melanoma. Ademas, la presencia de
mutaciones BRAF en nevos benignos sugiere que BRAF por si solo no es suficiente para la progresion del tumor. Se ha
encontrado que las mutaciones en las vias PTEN cooperan con RAS/ RAF para reducir la senescencia mediada por

RAS/RAF[13].
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Figura 4. Vias celulares involucradas en el desarrollo del melanoma. Las dos principales vias de sefializacion son MAPK
(via de las MAP quinasas; rojo) y AKT/PI3K (verde). Los genes clave incluyen c-KIT (lila), CDK (azul), GNAQ/GNA11
(marr6én), MITF (naranja), NRAS (amarillo) y p53/BCL (purpura). También se muestran MCIR, que participa en la
pigmentacion de la piel, y TERT y POT1, que participan en la regulacion de los telomeros. Las lineas muestran interacciones

conocidas entre vias o moléculas[14].

Segun la American Cancer Society
(ACS) el cancer de piel es el tercer tipo de
enfermedad maligna mds prevalente y a
diferencia de otros tumores su incidencia
continda en aumento a una tasa del 3%
anual[4]. Si bien el melanoma es menos
comun (5%) que otros tipos de cancer de piel,
es la principal causa de muerte por
enfermedades de la piel (80%). Los
principales factores de riesgo en melanoma
son[15]:

° Genéticos: debido a mutaciones
predisponentes. Alrededor del 10% de las
personas con melanoma tienen un pariente
con la enfermedad.

° Edad: su incidencia aumenta con la
edad. Sin embargo, a diferencia de otros
tumores, se presenta en todas las edades y es

uno de los canceres mas frecuentes en
adolescentes y jovenes adultos. Ademas, se
observa un creciente numero de casos
pediatricos.

° Medioambientales: relacionados
fundamentalmente a la exposiciéon a
radiacion ultravioleta (UV) y a su principal
fuente, la luz solar. El dafio generado por la
radiacién UV depende de la intensidad de la
radiacién, la cual estd determinada por la
ubicacién geografica, la hora y el tiempo de la
exposiciéon y el grado de proteccion (ropa o
filtro solar). Las ldmparas y cabinas
bronceadoras son otra fuente de luz UV. En
cuanto al cancer de piel por melanoma, en el
afio 2018 Argentina se encontraba entre los
paises con una incidencia de cancer
media-alta (2,9 casos promedio por cada
100.000 habitantes), mientras que Australia,



Nueva Zelanda y Estados Unidos se ubicaron
dentro de los paises con mayor incidencia a
nivel mundial (33,6; 33,3 y 12,7 casos
promedio por cada 100 000 habitantes,
respectivamente) (fig. 5).

° Color de piel: el riesgo de desarrollar
melanoma es de alrededor de 1 en 50 para

las personas de tez blanca, 1 en 1.000 para
las personas de raza negra, y 1 en 200 para
las personas de origen indoamericano. Las
personas de piel clara, pecosas, rubias vy
especialmente las personas pelirrojas tienen
un mayor riesgo de desarrollar un melanoma.

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, melanoma of skin, both sexes, all ages

o

ASR (World) per 100 000

-

B 1754
0.72-1.7
0.39-0.72 B ot applicable
<039 Mo data

world Health
Organization

Figura 5. Casos de cancer de piel atribuibles a melanomas por cada 100 000 habitantes para todas las edades y
géneros en el afio 2018. Argentina ocup6 el rango de incidencia media-alta (1,7 a 5,4 casos por cada 100.000 habitantes; con
2,9 casos promedio por cada 100.000 habitantes). Adaptado de https://gco.iarc.fr/today/.

Evolucién

En 1984, Clark y colaboradores
propusieron un modelo que describe los
cambios histoldgicos que acompaiian la
progresion gradual de los melanocitos
normales a melanoma. Este modelo
comienza con una poblacién clonal de
melanocitos que han proliferado
aberrantemente formando una lesién
hiperplasica con crecimiento aberrante y
citologia atipica al azar que no progresa
debido a que las células ingresan en un
periodo de senescencia (lunar o nevo
benigno). Cuando se supera la senescencia,
debido a mutaciones, el lunar suele presentar
un crecimiento displdsico y puede
eventualmente progresar hacia una etapa de

expansion superficial o fase de crecimiento
radial (RGP, por sus siglas en inglés), que esta
confinada a la epidermis y tiene un bajo
potencial invasivo. Finalmente estas células
adquieren la habilidad de invadir la dermis
(fase de crecimiento vertical, VGP) y de
formar metastasis (fig. 6). De esta manera,
cada una de las fases estd caracterizada por
un nuevo clon de células que posee ventajas
de crecimiento en comparacién con su
entorno. El crecimiento vertical suele seguir
al radial, aunque a veces ocurre desde el
inicio, como en el caso del melanoma
nodular, donde casi no existe crecimiento
radial, por lo que entrafia un peor
prondstico[15]. Los nevos se pueden
desarrollar en forma congénita o ser



adquiridos durante la vida. Esta aceptado que
los nevos tienen su origen en una célula
precursora mutada, y que las células tienden
a proliferar, migrar y diferenciarse desde la
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dermis hacia la epidermis[16]. Sin embargo,
se han reportado casos de melanoma en
ausencia de nevos[17].

Figura 6. Progresion de la transformacion de melanocitos. Hay varias etapas en la lesion melanocitica, cada una de las
cuales estd marcada por un nuevo clon de células con ventajas de crecimiento sobre los tejidos aledafios. Primero, la piel
normal (normal skin) presenta una distribucion uniforme de los melanocitos dendriticos dentro de la capa basal de la
epidermis. Luego, en las primeras etapas de la enfermedad, se forman los nevos melanociticos benignos (naevus), con un
mayor numero de melanocitos dendriticos. Algunos nevos son displasicos con melanocitos morfolégicamente atipicos.
Finalmente, los nevos atipicos comienzan a crecer de forma radial (RGP). Esta etapa se considera como fase maligna
primaria. Por ultimo, el melanoma entra en una fase de crecimiento vertical (VGP). Esta etapa es la primera considerada con
potencial maligno y conduce directamente al melanoma maligno metastasico, la etapa mas mortal, por infiltracion en los

sistemas vascular y linfatico[5].

El modelo estocastico propone que la
mayoria de las células dentro de un tumor
tienen el potencial de proliferar en forma
extensa y dar lugar a nuevos tumores. En
forma opuesta, el modelo de las células
madres tumorales (CSC, por su sigla en
inglés) propone para explicar la
heterogeneidad de un tumor que sélo una
subpoblaciéon de células, llamadas células

madres tumorales o células iniciadoras de
tumores, son capaces de proliferar en forma
extensa y dar lugar a nuevos tumores. Es
decir, propone un modelo jerarquico de
heterogeneidad tumoral en donde las CSC, en
forma andloga a las células madres normales,
presentan capacidad de autorrenovaciény de
dar lugar a poblaciones de células tumorales
menos proliferativas y mas diferenciadas. De



hecho, las CSC serian la unica poblacién
capaz de formar nuevos tumores luego de ser
trasplantadas[18].

Diagndstico

La clasificacion actualmente mas
utilizada para melanoma esta basada en una
combinacidon entre el patrén histoldgico
adoptado por la WHO (World Health
Organization) y el grado de avance de la
enfermedad establecido por la AJCC (The
American Joint Committee on Cancer). Esta
clasificacion define 4 subtipos de melanoma
cutdaneo. En el estadio 0, las células
anormales se encuentran solamente en la
epidermis. En el estadio | el cdncer se
encuentra en la epidermis y/o en la parte
superior de la dermis, pero no se ha
diseminado a los ganglios linfaticos vecinos.
El tumor tiene un grosor de menos de 1,5
mm. La sobrevida a 5 afios es de 89-95%. En
el estadio Il el tumor tiene un grosor de 1,5
mm a 4 mm y se ha diseminado a la parte
inferior de la dermis, pero no al tejido situado
debajo de la piel ni a los ganglios linfaticos
vecinos. La sobrevida a 5 afios es de 45-77%.
El estadio Il se caracteriza por su
diseminacion a las capas mas bajas de la piel,
la presencia de tumores satélites cercanos al
tumor original y la diseminacién a los
ganglios linfaticos. La sobrevida a 5 afios es
de 24-69%. En el estadio IV el tumor se ha
diseminado a otros d6rganos o a ganglios
linfaticos alejados del tumor original. La
sobrevida a 5 afios es de 5-20%[8].

Tratamientos actuales para el melanoma
Cirugia

Actualmente, hay diferentes
estrategias para combatir el melanoma,
siendo la primera y mas antigua, la cirugia[8].
En 2017, un analisis multivariado de 153.218
pacientes con melanoma en la National
Cancer Database demostré que el retraso de

la cirugia después de la biopsia mas alld de
los 30 dias impuso un mayor riesgo de
mortalidad en comparacion con el
tratamiento dentro de los 30 dias de la
biopsia en el melanoma en estadio 1[19]. Si
bien aun estan en debate los margenes mas
apropiados para el melanoma, en general se
acepta que los melanomas delgados de
menos de 1 mm (estadio |I) se pueden
extirpar con margenes de 1 cm[19].

Quimioterapia

En el caso de la quimioterapia, las
técnicas mas efectivas para atacar a las
células tumorales consisten en dirigir las
moléculas de farmacos directamente al ADN
de las células malignas. La focalizacién
nuclear no solo causa principalmente la
muerte de las células tumorales, sino que
también minimiza el dafo a las células
normales circundantes. El principal problema
es evitar la translocacién de agentes activos
en vesiculas endosémicas o lisosdmicas. El
mecanismo de administracion de farmacos
requiere de moléculas activas para escapar
de las vesiculas citoplasmaticas subcelulares
y translocarse a los nucleos[16].

Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tratamiento
alternativo que activa el sistema inmune del
paciente para inducir la estabilizacion o
cronificacién de la enfermedad. En contraste
con los otros enfoques, la inmunoterapia
apunta principalmente a prevenir la
propagaciéon metastasica de la
enfermedad[1]. Aungue el sistema inmune es
capaz de reconocer y eliminar las células
cancerosas, el tumor interfiere con las
respuestas inmunes[20]. Debido a la
inestabilidad genética de las células
cancerosas, generalmente expresan proteinas
anormales conocidas como antigenos
asociados a tumores (TAA), con expresion



nula o minima en células normales. Tales TAA
exponen nuevos epitopes potencialmente
inmunogénicos que pueden ser reconocidos
por el sistema inmune, quien procede a su
ataque. Actualmente, se utilizan anticuerpos
monoclonales inhibidores de puntos de
control inmune dirigidos a PD-1 o PD-L1
(proteina de muerte celular programada 1 o
su efector) y CTLA-4 (antigeno 4 asociado a
linfocitos T citotoxicos) con resultados
prometedores en el aumento de la sobrevida
y enfermedad libre de progresion[8][21].

Resistencia a los tratamientos

Las células cancerosas desarrollan
mecanismos de resistencia intracelular, como
la sobreexpresion de las bombas de eflujo de
drogas, el metabolismo y el secuestro en
compartimentos acidos y la desactivacion de
los farmacos[1].

El rol de los transportadores

Los transportadores son parte integral
de las proteinas de la membrana plasmatica.
Su principal funcién bioldgica es la absorcion
selectiva de sustancias, como aniones,
cationes, vitaminas, azuUcares, nucledsidos,
aminodcidos, péptidos, y la exclusién de
metabolitos celulares y xenobidticos. Estas
proteinas de flujo de salida estan
sobreexpresadas en células tumorales, lo que
conduce a la resistencia a los medicamentos
en la quimioterapia. Se han identificado casi
2.000 genes que expresan transportadores o
proteinas relacionadas con transportadores.
Por ejemplo, los transportadores ABC
representan la familia madas grande de
proteinas de transmembrana. Segun la
estructura del dominio y homologia en la
secuencia, estas proteinas se clasifican en
siete clases (ABCA-ABCG). Los
transportadores ABC funcionan de manera
unidireccional y consumen ATP para
translocar las sustancias. Los transportadores

de eflujo ABC mas importantes son P-gp
(glicoproteina  P), MRP (proteina de
resistencia a multidrogas) y BCRP (proteina
de resistencia del cancer de mama), y se
expresan en barreras fisiolégicas como la
barrera de absorcidén intestinal, la barrera
placentaria, las barreras corneales vy
retinianas, y en el higado y las células
cancerosas. Estos transportadores influyen
significativamente en la absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion de
varias drogas y son en parte responsables de
la resistencia a la quimioterapia[1].

Quimioterapia y la resistencia a las drogas

La quimioterapia es uno de los
principales tratamientos en cancer. A pesar
de los avances en el descubrimiento de
farmacos y los esquemas de tratamientos, los
pacientes adquieren resistencia a multiples
drogas (MDR). En consecuencia, la respuesta
a la quimioterapia permanece muy por
debajo de las expectativas[22]. Si bien,
inicialmente las células cancerosas
responden a la quimioterapia, la recaida es
comun. Los mecanismos de resistencia
incluyen modificaciones en el metabolismo y
el transporte de las drogas, mutaciones
genéticas varias y en particular ciertas
mutaciones que conducen a la reparacion del
ADN e inhibicion de la apoptosis. La
heterogeneidad genética tumoral es otro
aspecto de la resistencia a los medicamentos
donde una pequeiia subpoblacién
permanece inactiva y no responde a la
guimioterapia, pero a medida que las células
tumorales sensibles van muriendo, estas
células emergen como un tipo virulento que
se vuelve dificil de tratar. La resistencia a los
medicamentos es un proceso que implica
mecanismos farmacocinéticos y
farmacodinamicos muy complejos[22].



Prevencion
Protectores solares

La forma mas facil de prevenir los
danos producidos por la exposicién a los
rayos UV es la aplicacion tépica de
protectores solares en las dreas expuestas al
sol (fig. 7). Los protectores solares
inorganicas exhiben propiedades
absorbentes, reflectantes y de dispersién de
la luz para que la radiaciéon UV no llegue ni
penetre en la piel. Los dos agentes
inorgdnicos actualmente aprobados por la
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FDA son didxido de titanio (TiO,) y 6xido de
zinc (Zn0). Se considera que estos agentes
son valiosos debido a su amplia gama de
capacidades de proteccion, que abarcan las
longitudes de onda de UVB y UVA, como asi
también su fotoestabilidad. Otro grupo de
agentes de proteccién solar son los filtros
organicos, quienes generalmente impiden
que los rayos UV lleguen a la piel al
absorberlos a través de ciertas estructuras
guimicas y convertirlos en calor. Actualmente
hay 15 ingredientes activos en protectores
solares organicos aprobados por la FDA[8].

Figura 7. La exposicion a la radiacién ultravioleta es una de las principales causas de cancer de piel, incluido el
melanoma. Las estrategias y terapias preventivas actuales no son suficientes para reducir la incidencia o mortalidad asociada
al melanoma, por lo tanto, es necesario explorar nuevas estrategias terapéuticas y quimiopreventivas para el tratamiento de

esta enfermedad[8].

Vitaminas

El papel de las vitaminas como
agentes quimiopreventivos ha sido un area
de creciente interés en la comunidad
cientifica. La desregulacién del metabolismo
celular es un componente clave en Ia
proliferaciéon celular descontrolada
caracteristica del cancer. La accidon de las
vitaminas sobre los mecanismos enzimaticos
es un elemento clave para la homeostasis del
metabolismo y la diferenciacion celular en
varios organos. Se ha demostrado que las
vitaminas A, C, D, E y K ejercen efectos
qguimioterapéuticos contra varios tipos de
canceres[23], pero solo un numero limitado

de estudios han sugerido una posible utilidad
de estas vitaminas en la prevencién del
melanoma.

Terapia Génica

Mas de 2 900 ensayos clinicos de
terapia génica se han realizado y aprobado
desde el afio 1989 hasta el 2 018 (fig. 8). Se
han introducido varios abordajes que
incluyen terapia génica suicida, terapia génica
inmunomoduladora, modulacién genética,
terapia génica proapoptdtica y correctiva,
terapia génica antiangiogénica y terapia con
ARNpi (fig. 9).
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Figura 8. Numero de protocolos clinicos de terapia génica aprobados en todo el mundo desde 1989 a 2018. Adaptado
de http://www.abedia.com/wiley/.
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Figura 9. Esquema de las principales estrategias en terapia génica contra el cancer. Las diferentes estrategias tienen
como objetivo estimular la respuesta inmune contra el tumor, la muerte del tumor y reducir su crecimiento y resistencia[24].

En comparacion con la quimioterapia
convencional que puede causar una alta

toxicidad sistémica debido a

la falta de

especificidad, la terapia génica funciona a

nivel molecular, en el que se insertan
materiales genéticos o genes funcionales en
las células de los pacientes para reparar o
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reemplazar los genes defectuosos o atacar el
tumor[1].

En cuanto al numero de protocolos
clinicos que utilizan terapia génica como
estrategia, Estados Unidos es el principal
productor a nivel mundial con un total de

Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials |/\%2;‘
(by Country) witer

Multi-country 6.3% [n=189)
® USA 59.7% (n=1793)
China 7.8% (n=234)

UK 7.6% (n=227)

Germany 3.5% (n=105)
France 2% (n=61)
Switzerland 1.7% [n=50)
Japan 1.5% [n=46)

Spain 1.3% (n=40)
Netherlands 1.2% (n=34)

@ Australia 1.1% [n=33)

@ Other countries 5.8% (n=173)
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wiLEY

Phase | 56.2% (n=1687)

@ Phase I/1l 21.8% (n=653)
@ Phase Il 16.3% (n=489)
@ Phase 1I/111 12

@ Phase lll 4.2% =126)

Phase IV 0.2% (n=5)
Single subject 0.4% (n=11)
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1.793 ensayos llevados a cabo hasta el afio
2019. La mayor parte (~ 67%) de los ensayos
han sido dirigidos al cancer. Sin embargo,
pese a la gran cantidad de protocolos clinicos
llevados a cabo, solo el 0,2% llegan a fase IV
(fig. 10).

Cardiovascular diseases 6.1%
Neurological diseases 1.8% |
Ocular diseases 1.2% (n=37)

Inflammatory diseases 0.5% (n=15)
Other diseases 2.1% (n=64)

Gene marking 1.7% (n=50)
Healthy volunteers 2.0% (n=61)

00000000

The Journal of Gene Medicine, © 2019 John Wiley and Sons Ltd

Figura 10. A) Distribuciéon geografica de ensayos clinicos de terapia génica por pais. B) Ensayos clinicos de terapia
génica en distintas patologias. C) Ensayos clinicos de terapia génica segiin su avance (fases de I a IV). Datos informados

hasta el afio 2019. Adaptado de http://www.abedia.com/wiley/.

Vectores y estrategias usados en la terapia
génica para tratar el cancer

Actualmente, mas del 66% de los
protocolos clinicos de terapia génica en todo
el mundo estdn destinados al tratamiento de
neoplasias sélidas o hematoldgicas, siendo
los adenovirus los vectores mas utilizados en
los protocolos clinicos (fig. 11). Sin embargo,
las limitaciones de los vectores virales, como
por ejemplo, mutaciones que derivan en

inserciones no deseadas o la
inmunogenicidad, han dado lugar al
desarrollo de vectores no virales[25]. Gracias
a las nuevas tecnologias, los vectores no
virales son capaces de expresar genes de
manera eficiente, mientras que exhiben baja
toxicidad e inmunogenicidad. Ademas, son
mas seguros y econdmicos de producir, lo
que los hace atractivos para su aplicacién en
la clinica.
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Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials \,‘f\

Adenaovirus 18.6% (n=574)
Retrovirus 17.0% (n=524)

Naked/Plasmid DNA 15.1% [n=446)
Lenfivirus 9.9% (n=304)
Adeno-associated virus 7.9% (n=244)
Vaccinia virus 6.8% (n=211)

Lipofection 3.9% (n=119)
Poxvirus 3.6% [n=111)

Herpes simplex virus 3.2% (n=99)
Other vectors 7.1% (n=218)
Unknown 6.8% (n=211)

he Journal of Gene Medicine, © 2019 John Wiley and Sons Lid

Figura 11. Vectores utilizados en ensayos clinicos de terapia génica. Adaptado de http://www.abedia.com/wiley/.

Tanto para los vectores virales como
no virales, el mayor desafio sigue siendo su
aplicabilidad in vivo. Una transferencia génica
exitosa depende de la estabilidad del vector,
su protecciéon contra la degradacién y su
capacidad para llegar especificamente al
lugar de accién que le corresponde[24].

Sistemas de vectores no virales

Los vectores plasmidicos representan
una importante plataforma para la
transferencia génica, ya que son seguros,
estables durante el almacenamiento, faciles
de manipular y relativamente baratos de
producir. Estos vectores son moléculas
pequeias circulares de ADN doble cadena
capaces de replicarse en células bacterianas
sin integrarse al genoma. Sin embargo,
cuando estan desnudos resultan vulnerables
a la degradacién y solo permiten la expresién
génica transitoria episomal que
generalmente resulta baja. Por lo tanto, se
han llevado a cabo varias modificaciones para
mejorar la estabilidad, la persistencia, la
capacidad de dirigir al ADN plasmidico hasta
su lugar de accién, la mejora de Ia
transferencia génica y la optimizacion para

aumentar la expresién génica[24]. Por
ejemplo, se demostré que al sustituir la
terminacion de poliA por un poliA sintético o
del virus SV40 aumenté la vida media del
ADN plasmidico superenrollado[26]. Adema3s,
la seleccion del promotor es de suma
importancia para la expresion del transgén,
como los promotores tejido especificos que
permiten una expresiéon selectiva vy
eficiente[27]. El tamafio de estos vectores
varia de 0,8 a 120 Kb y el tamafio del
transgén tiene pocas restricciones[24].

Sistemas de transferencias no virales

Un requisito clave para una terapia
génica no viral eficiente es la transferencia
efectiva de los vectores. Las estrategias de
terapia génica incluyen principalmente
métodos fisicos (inyeccion a presion,
electroporacion, ultrasonido,
magnetofeccién, transferencia balistica de
ADN) vy quimicos (lipidos catidnicos,
polimeros catidnicos y la combinacién de
ambos) para introducir a los vectores en el
lugar blanco (fig. 12). Estos métodos pueden
aplicarse localmente o sistémicamente [24].
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Figura 12. Sistemas fisicos (electroporacion, ultrasonido, inyeccién) y quimicos (liposomas, poliplex, nanoparticulas)
de transferencia génica. Las tecnologias se utilizan para mejorar la transferencia de vectores no virales en los tumores.
Algunas de estas tecnologias ya estan bajo evaluacion clinica[24].

Lipidos catidnicos

Los vectores de lipidos catidnicos
(liposomas) se encuentran entre los vectores
no virales mas utilizados y se han
desarrollado cientos de lipidos para la
transferencia de genes, incluidos los lipidos
catidnicos sintéticos[28]. Todos los lipidos
catidnicos se caracterizan por tres grupos
estructurales: un extremo con carga positiva,
un extremo hidrofébico y un grupo que
conecta ambos extremos. Se pueden realizar
numerosas modificaciones a fin de aumentar
la eficiencia de la transfeccion, la estabilidad
y disminuir la toxicidad. Algunos de los lipidos
mas usados son DOSPA (2,3-dioleloxi-N- [2
(esperminacarboxamido) etil] -N,
N-dimetil-1-propanaminio trifluoroacetato),
DOTAP
(1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propan),
DMRIE (bromuro de
1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilam
onio) y DC-colesterol (3b-N-

(dimetilaminoetil) carbamato-colesterol).
Uno de los mayores problemas del uso de
lipidos catidnicos para la transferencia génica
se debe a su alta toxicidad debido a la carga
positiva, baja especificidad y alta sensibilidad
gue presentan a los componentes del suero,
lo que dificulta un uso sistémico eficiente en
los ensayos clinicos. Por lo tanto, se han
incluido en las formulaciones liposomales los
denominados colipidos, como la
1,2-dioleil-fosfatidiletanolamina (DOPE) o el
colesterol, para mejorar la actividad y la
estabilidad de la transfecciéon y disminuir la
toxicidad, ya que son neutros[29].

Cuando el ADN se mezcla con los
lipidos, se forman los complejos
denominados lipoplexes que ingresan a las
células por fusion de membrana o por
endocitosis. Una vez en el endosoma, el ADN
tiene que escapar para evitar la degradacién
lisosdmica y a las nucleasas citoplasmaticas
para ingresar al nucleo que es donde ocurre



la transcripcion. El ADN atraviesa la envoltura
nuclear a través del complejo del poro
nuclear (NPC) o se une directamente a la
cromatina durante la mitosis (fig. 13)[29].

La mitad de los nanofarmacos
aprobados por la FDA para tratamientos
anticancerigenos en humanos se basan en
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Figura 13. Captacion y trafico intracelular de liposomas cationicos complejados con ADN (lipoplexes). Los lipoplexes
entran a la célula principalmente por endocitosis. El pH bajo de los endosomas provoca la fusion entre el liposoma y la
membrana endosomal. El ADN es liberado al citosol, ya sea libre o asociado a los lipidos, y luego es transportado al nticleo
para su transcripcion. La fusion también puede ocurrir en la membrana plasmatica, liberando directamente al ADN en el

citosol[29].

Terapia génica suicida

La terapia génica suicida se ha
desarrollado  particularmente  para el
tratamiento del cancer y se ha trasladado a
ensayos clinicos de fase | y Il. Numerosas
enzimas de origen bacteriano o viral fueron
clonadas y expresadas en células tumorales
(fig. 14). Estas enzimas pueden convertir
prodrogas no téxicas en metabolitos téxicos,

matando a las células tumorales y a las
células vecinas a través del efecto bystander.
Los miembros mas destacados de estos genes
suicidas son la timidina quinasa del virus del
herpes simple | (HSVtk), la citosina
desaminasa  (CD) de  Saccharomyces
cerevisiae y Escherichia coli, el citocromo
P450-2B1 vy la nitrorreductasa. Los ultimos
desarrollos relacionados con estos genes



suicidas fueron destinados a su optimizacion
mediante variantes mutadas o su fusion a
otras enzimas suicidas. Estos desarrollos

Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials

Antigen 17.8% (n=535)
Receptor 17.8% (n=535)
Cytokine 12.9% (n=387)
Deficiency 8.6% (n=257)
Growth factor 6.4% (n=191)
Tumor supressor 6.1% [n=184)
Suicide 6.0% [n=179)
Replication inhibitor 3.2% (n=97)
Marker 1.8% (n=55)

Other categories 16.8% (n=504)
Unknown 2.6% (n=77)
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permitieron una conversién mas eficiente de
las prodrogas o el uso alternado de prodrogas
para el tratamiento del cdncer[24].

Figura 14. Genes utilizados en ensayos clinicos de terapia génica. Adaptado de http://www.abedia.com/wiley/.

Oncologia veterinaria

El cancer es la principal causa de
muerte en los animales de compaiiia. El 50%
de los perros inmunocompetentes mayores a
10 afos desarrollara cancer y el 25% de ellos
morird debido a una neoplasia[31]. El
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melanoma maligno es mas comun en el perro
gue en otras especies y en la mayoria de los
casos surge en la cavidad oral (mucoso), piel
(cutaneo), epitelio de la uia y almohadilla del
pie (subungueal y acral) y con menor
frecuencia, ocular (uveal) (fig. 15)[32].

Figura 15. Distribucion de tumores melanociticos caninos segiin el sitio anatémico de formacion. A) Porcentajes calculados a
partir de 2350 tumores melanociticos. Se incluyen los tumores benignos (30%; n = 698) y malignos (70%; n = 1652). B)
Porcentajes obtenidos a partir de 1652 tumores malignos (melanomas)[33].

En Estados Unidos se han reportado
hasta 100.000 casos por afo. La edad media
de los perros con neoplasias melanociticas
benignas y malignas en el momento del
diagndéstico fue de 8,1 y 11,6 ados,
respectivamente[34]. En lItalia, la incidencia
promedio reportada fue de 0,7 casos cada
100.000 perros/afio en machos y 0,6 casos
cada 100.000 perros/afio en hembras, para
todas las edades, lo que representd el 0,7%

de todos los tipos de cancer en machos vy el
0,2% en hembras[35].

Las neoplasias melanociticas cutaneas
en perros generalmente tienen un prondstico
favorable, en contraste con la mayoria de los
melanomas orales/mucosos y acrales (fig.
16)[36]. Se cree que los rayos UV no
desempefian un papel importante en el
melanoma cutdneo canino debido a la capa
protectora de pelo. Los pacientes caninos con
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melanoma mucoso tienen una mediana de
supervivencia que oscila entre 3 y 18 meses,

dependiendo del estadio en el momento del
diagnéstico[37].
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Figura 16. Distribucion de 2350 tumores melanociticos caninos por localizacién y correlacion con la malignidad.

Proporcion de melanoma y melanocitoma benigno[33].

El melanoma mucoso canino es
altamente agresivo con metastasis
frecuentes, especialmente en los ganglios
linfaticos y pulmones (fig. 17). Algunas razas
de perros estan sobrerrepresentadas en los
estudios y pueden estar predispuestas a
desarrollar la enfermedad, como por

A)

ejemplo, Caniche, Pastor de Beauce,
Rottweiler, Schnauzer, Terrier Escocés vy
Labrador. En general, las razas con pelo negro
estdn mas sobrerrepresentadas que las razas
con pelo claro o blanco que estdn
subrepresentadas en términos del desarrollo
de tumores melanociticos[38].

Figura 17. A) Melanoma canino desarrollado en la cavidad nasal y B) se extiende a las visceras, particularmente al

higado[32].



Ventajas del modelo canino en oncologia
comparada del melanoma

El perro doméstico es un modelo
atractivo y util en la medicina comparativa
para la evaluacion y el desarrollo de
estrategias  terapéuticas novedosas vy
relacionadas con la inmunologia. A diferencia
de los xenotransplantes tumorales murinos,
los tumores caninos comparten con los
tumores humanos una epidemiologia,
genética, biologia, respuesta al tratamiento,
factores de prondstico y resultados clinicos
similares (fig. 18). Se estima que la tasa de
éxito general de traducir las terapias contra el
cancer de modelos preclinicos murinos a
tratamientos con utilidad clinica en humanos
es de alrededor del 5%[32].

El cancer ocurre en perros de forma
natural y espontdnea y su progresion es
similar a la de los humanos. Finalmente, los
perros comparten el mismo entorno de vida
y, por lo tanto, los factores cancerigenos y de
riesgo. Similar a las personas, la incidencia de
cancer en perros aumenta con la edad, con
una frecuencia del 50% en animales mayores
de 10 anos. Por lo tanto, el perro doméstico
es un modelo recomendado para multiples
enfermedades humanas, incluidos los
canceres como leucemia, linfoma no
Hodgkin, mama, melanoma, osteosarcoma,
préstata, vejiga y los carcinomas de pulmén,
cabezay cuello[39].

desarrollo y tratamiento responden
de manera similar a como lo hacen los
humanos

Acceso mas -
rapido a Mec?plsmos y basa;
terapias no genéticas de mas de
probadas 350 enfermedades
similares a humanos
Estudiado
detalladamente
en la clinica
Crecimiento
tumoral
espontaneo
Expuesto a los
mismos peligros
ambientales que
el humano
Menor
esperanza
La aparicidn del cancer, su mecanismo, de vida

Figura 18. El modelo canino es de gran importancia en la oncologia comparativa y estudios inmunolégicos. Los perros
comparten con el humano el mismo entorno, similitudes genéticas y fisioldgicas, y la tumorigénesis y progresion del cancer

es similar en ambas especies[39].

El genoma canino fue secuenciado en
2005, lo que condujo a estudios mas
avanzados en el campo de las ciencias
veterinarias. El genoma canino comparte con
el humano una gran similitud; de hecho, el
ADN vy las secuencias de proteinas de perro

son mas similares a las de humano que entre
humano y ratén[40]. Debido a esta similitud,
las herramientas moleculares para el estudio
de las enfermedades caninas estan bastante
avanzadas y ademas, una gran proporcion de
anticuerpos generados contra antigenos



humanos funcionan contra las proteinas
caninas[32].

El melanoma mucoso canino vy
humano comparte caracteristicas
histopatoldgicas sustanciales (figs. 19 y 20).
Segln un estudio de consenso realizado por
el National Cancer Institute Comparative
Melanoma Tumor Board[41], el melanoma
mucoso canino y humano comparten una
propensién a hacer metastasis en los ganglios

linfaticos regionales y en cerebro, como asi
también en otros &rganos viscerales. Los
tumores de ambas  especies  son
generalmente resistentes a la quimioterapia y
la radioterapia. En oncologia veterinaria, el
tratamiento para los perros con melanoma
consiste principalmente en cirugia, con
opciones de radioterapia hipofraccionada o
definitiva y guimioterapia con
carboplatino[37].

Labdrador

Figura 19. Aspecto clinico de melanoma A) oral, B) cutineo, C) ocular. Comparacién macroscopica entre melanomas
humano y canino y las principales predisposiciones de razas caninas para cada tipo de patologia (A: Caniche; B: Schnauzer,

Rottweiler, Pastor Beauce; C: Labrador Retriever)[33].

Figura 20. Similitudes entre las caracteristicas histopatolégicas de melanoma mucoso humano (A, C, E) y canino (B,

D, F). Las citomorfologias en ambas especies incluyen (A, B) melanocitos malignos epitelioides (poligonales), (C, D)



melanocitos malignos ahusados y (E, F) melanocitos malignos pequefios, azules y redondos (E, F). Fotografias de tejidos

tefiidos con hematoxilina y eosina. Barra = 50 pm[37].

Similar al melanoma mucoso humano,
el melanoma mucoso canino ocurre en zonas
con un bajo riesgo de mutaciones inducidas
por los rayos UV. Aunque no esta definido por
completo, el panorama genético-molecular
del melanoma mucoso canino presenta
grandes similitudes con los melanomas
humanos mucoso y acral[37]; en contraste
con el melanoma cutaneo humano que tiene
a la radiacion UV como factor de riesgo, con
lo cual, el melanoma mucoso canino presenta
mutaciones diferentes a las del melanoma
cutaneo humano. La mutacién BRAFV600E se
encuentra en aproximadamente el 6% de los
melanomas orales caninos, al igual que las
mutaciones BRAF no candnicas[42]. También
se han encontrado mutaciones NRAS en el
mismo lugar que las del melanoma humano
(el residuo correspondiente a Q61), y se han
informado mutaciones de pérdida de funcién
en PTEN[33]. Si bien los reordenamientos
estructurales no se han investigado
exhaustivamente en el melanoma mucoso
canino, se han identificado alteraciones
cromosémicas ortélogas en los perros. Por
otra parte, tanto el melanoma mucoso
canino como el humano frecuentemente
exhiben la activacion de la via de sefializacion
RAS/MAPK y/o PI3K/AKT/mTOR[37].

Ademas, el estudio en perros permite
una evaluacién mas temprana de los efectos
sobre la progresién de la enfermedad vy la
supervivencia general, ya que la vida de los
perros es mucho mdas corta que la de los
humanos y en general, los cadnceres caninos
progresan mas rdpidamente. Por otra parte,
los nuevos farmacos se  prueban
comunmente en beagles de laboratorio para
detectar toxicidad, por lo que la seguridad
inicial y, a veces la farmacodindmica y la

farmacocinética, ya se conocen para los
perros[32].

Tratamientos para el melanoma canino

Los perros domésticos reciben terapia
que van desde la cirugia, radiacién vy
quimioterapia hasta terapia molecular
dirigida e inmunoterapia. El tratamiento
convencional para el melanoma oral en
perros implica la reseccion quirurgica y/o la
radiacion del tumor primario para controlar
la enfermedad local. En cuanto a |la
metastasis, la mayoria son resistentes a la
guimioterapia lo que deriva en tratamientos
mucho menos exitosos. Frente a la necesidad
de una mejora en el tratamiento para esta
enfermedad, se han desarrollado una gran
variedad de enfoques inmunoterapéuticos
[32].

Una vacuna contra el melanoma
producida comercialmente (ONCEPT, Sanofi)
esta disponible y ha demostrado eficacia en
el melanoma canino en comparacién con los
controles histéricos[43], pero  existe
controversia en cuanto al nivel de efecto
cuando no ha habido un ensayo aleatorio[44]
y algunos estudios no han podido mostrar un
efecto sobre el resultado clinico[45]. Otros
enfoques inmunomoduladores con
citoquinas y vacuna de ADN contra el
proteoglicano condroitin-4-sulfato se han
aplicado experimentalmente en pequefios
grupos de perros y han mostrado cierto
potencial[46][47][48]. También estan
disponibles comercialmente para su uso
clinico los farmacos inhibidores de la tirosina
quinasa, que como ya se menciond, hay una
serie de genes receptores de tirosina quinasa
que estan mutados en melanomas
caninos[49].



Inmunoterapia

El sistema inmune innato y adquirido
en los perros es similar al de los humanos. Sin
embargo, pese a que los principales
subconjuntos de células inmunes
identificados en perro y sus marcadores de
superficie presentan similitudes con los del
humano, no se conoce su total
funcionamiento debido a la falta de reactivos
especificos para su caracterizacion[50]. La
proteina de muerte programada-1 (PD-1) es
una molécula de control de las células T. En
los ultimos afios, el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos a esta molécula ha
logrado un éxito notable en el tratamiento
del cancer, incluido el melanoma en
humanos[51][52]. Hasta ahora, hay estudios
limitados acerca de la inhibicion de PD-1 en
melanoma canino pero que indican que el
modelado tiene potencial[53][54]. Se sabe
que los genes caninos PD-1 y PD-L1 estan
altamente conservados y se demostrd la
expresiéon de PD-L1 en diversos tipos de
células tumorales caninas. Ademas, se
demostré que PD-1 esta sobreexpresado en
linfocitos infiltrantes de tumores obtenidos
de melanoma oral canino[37][39][55].

Terapia Celular

Otro avance en la inmunoterapia
contra el cancer implica la ingenieria ex vivo y
el direccionamiento de las células T a
antigenos tumorales especificos (células T
con receptor de antigeno quimérico, CAR-T,
por sus siglas en inglés). Generar células T
especificas de tumor implica la expansion ex
vivo de grandes cantidades de células T
autologas, seguido por la transfeccion de las
células con receptores de <células T
especificos del tumor o con anticuerpos
especificos de antigeno tumoral y por ultimo,
la reintroduccién de las células T autdlogas
modificadas en el paciente[37]. Hay
protocolos clinicos veterinarios en fase Il

dirigidos a gpl00 asociada a melanoma
mucoso canino que utilizan vacunas de
células alogénicas que expresan gpl00
humano con resultados alentadores[56][57];
sin embargo, este tipo de terapia celular es
costosa, requiere técnicas sofisticadas que
solo estan disponibles en un niumero limitado
de laboratorios y, por lo tanto, no se aplica de
rutina a perros con melanomal37].

Terapia con citoquinas

Las citoquinas son un grupo de
proteinas de sefializacién producidas por las
células del huésped en respuesta a
patégenos como virus, bacterias y células
tumorales. Las citoquinas y el sistema
inmune innato son partes inherentes de la
respuesta del huésped que han sido
utilizadas en estudios para provocar efectos
antitumorales en melanomas caninos. Entre
las terapias antitumorales con citoquinas, los
resultados mads prometedores se han
observado con la interleuquina 2
(IL-2)[47][58][59]. Otro grupo de citoquinas
corresponde a los IFN tipo |, que comprenden
IFNa e IFNB y son conocidos por sus efectos
antivirales, inmunomoduladores v
antiproliferativos[60]. Se cree que el IFNB es
un factor importante en el crecimiento del
melanoma, ya que se han encontrado
deleciones homocigodticas en los genes del
IFN tipo | en melanomas, y en comparacién
con el IFNa, el IFNB tiene mayores efectos
antiproliferativos y antiinvasores en las
células de melanomal61].

Terapia adyuvante

La terapia adyuvante es un
tratamiento adicional en el contexto de una
cirugia para prevenir la recurrencia de una
enfermedad. En el caso del cancer, hay varios
protocolos clinicos llevados a cabo con
terapia génica suicida y como ya se
menciond, uno de los miembros mas



destacados de estos genes es la citosina
desaminasa (CD), que puede estar fusionada
a la uracilo fosforribosiltransferasa (UPRT)
(fig. 21), y en conjunto catalizar la conversién
de la prodroga no téxica 5-fluorocitosina

(5-FC) en la quimiodro Uracilo

fosforribosiltransferasa

(5-FU), que es altamente toxica. La enzima CD
cataliza el paso de 5-FC a 5-FU, que interfiere
con la replicacién del ADN, mientras que
UPRT conduce a la sintesis de 5-FUTP que
inhibe el procesamiento del ARN (fig. 22)[62].

Citosina
deaminasa

Figura 21. Estructura de las enzimas citosina deaminasa y uracilo fosforribosiltransferasa fusionadas de
Saccharomyces cerevisiae. Se muestra la estructura de las proteinas de fusion predicha por el programa Phyre2. Para el
modelado en 3D se utilizd la secuencia de aminoacidos ID: P18562.2 del organismo Saccharomyces cerevisiae taxid:4932.

Los medicamentos denominados
antimetabolitos tienen como blanco inhibir
los procesos biosintéticos esenciales o
incorporarse a macromoléculas, como el ADN
y el ARN, e inhibir su funcién normal. La
fluoropirimidina 5-fluorouracilo (5-FU) hace
ambas cosas. Las fluoropirimidinas se
desarrollaron en la década de 1950 después

de descubrir que los hepatomas de rata
usaban al uracilo, una de las cuatro bases que
se encuentran en el ARN, mas rapidamente
que los tejidos normales, lo que sugirié que
el metabolismo del uracilo podria ser un
potencial blanco de Ila quimioterapia
antimetabdlica [63].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P18562.2?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=2H913F29014
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Figura 22. Conversion de 5-FC en 5-FU y sus metabolitos citotéxicos por accion de las enzimas citosina desaminasa
(CD) y uracilo fosforribosiltransferasa (UPRTase). El producto 5-FU se convierte en 5-FUMP y finalmente en 5-FUTP,
que bloquea la sintesis de ARN. Otros subproductos como 5-FAUMP y 5-FdUTP bloquean la sintesis del ADN al
incorporarse por error en las cadenas de ADN durante su replicacion[64].

El 5-FU es ampliamente utilizado en el
tratamiento de diversos tumores, incluidos
los canceres colorrectales, de mama y los del
tracto aerodigestivo. Aunque el 5-FU en
combinacion con otros agentes
quimioterapéuticos mejora las tasas de
respuesta y la supervivencia en los canceres
de mama, cabeza y cuello, en el cdncer
colorrectal es donde ha tenido el mayor
éxito. La quimioterapia basada en 5-FU
mejora la sobrevida libre de enfermedad en
los pacientes resecados con cancer
colorrectal en estadio Il1[65].

El mecanismo de citotoxicidad del
5-FU estd relacionado con la incorporacion
incorrecta de fluoronucledtidos al ARN y ADN
y a la inhibicion de la enzima timidilato
sintasa (TS). El 5-FU es un andlogo del uracilo
con un atomo de fldor en la posicién C-5 en
lugar de hidrégeno (fig. 23), lo que le permite
usar los mismos transportadores que el
uracilo para entrar rapidamente en la célula.
Intracelularmente, el 5-FU se convierte en
varios metabolitos activos: monofosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUMP), trifosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUTP) y trifosfato de
fluorouridina  (FUTP) (fig. 23). Estos



metabolitos interrumpen la sintesis de ARN y
la accion de la TS. El metabolito FUTP se
incorpora al ARN, interrumpe su
procesamiento y sus funciones normales. De
esta forma, no solo se inhibe el
procesamiento del pre-ARNr en ARNr
maduro, sino que ademas, se interrumpen las
modificaciones postranscripcionales de los
ARNt y la actividad de los complejos de
ARNsn-proteina, inhibiendo asi el empalme
del pre-ARNm. La poliadenilacion del ARNm
también resulta inhibida a concentraciones
relativamente bajas de 5-FU. Ademas, los
ARNr, ARNt y ARNsn contienen pseudouridina

postranscripcional de uridina a pseudouridina
en estas especies de ARN[66]. Estos estudios
in vitro indican que la incorporacién del 5-FU
puede alterar muchos aspectos del
procesamiento del ARN, lo que deriva en
fuertes efectos negativos sobre el
metabolismo y la viabilidad
celular[67][68][69]. En las terapias
sistémicas, la enzima limitante de |la
velocidad en el catabolismo del 5-FU es la
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), que
convierte el 5-FU en dihidrofluorouracilo
(DHFU). Mas del 80% del 5-FU administrado
es catabolizado principalmente en el higado,

modificada como base y se ha demostrado donde la DPD estda expresada en
que el 5-FU inhibe la conversién abundancia[66].
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Figura 23. Metabolismo del 5-fluorouracilo. El 5-fluorouracilo (5-FU) se convierte en tres metabolitos activos principales:
monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodesoxiuridina (FAUTP) y trifosfato de fluorouridina
(FUTP). El mecanismo principal de la activacion de 5-FU es su conversion a monofosfato de fluorouridina (FUMP), ya sea
directamente por la orotato fosforribosiltransferasa (OPRT) con fosforribosil pirofosfato (PRPP) como cofactor, o



indirectamente a través de fluorouridina (FUR) por la accion secuencial de la uridina fosforilasa (UP) y uridina quinasa
(UK). Luego, el FUMP se fosforila en fluorouridina difosfato (FUDP), que puede fosforilarse aun mas en el metabolito
activo fluorouridina trifosfato (FUTP) o convertirse en fluorodesoxiuridina difosfato (FAUDP) mediante la accion de la
ribonucledtido reductasa (RR). A su vez, FAUDP puede fosforilarse o desfosforilarse para generar los metabolitos activos
FAUTP y FdUMP, respectivamente. Una via de activacion alternativa implica la conversion catalizada por timidina
fosforilasa de 5-FU a fluorodesoxiuridina (FUDR), que luego es fosforilada por la timidina quinasa (TK) a FAUMP. La
conversion mediada por la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) de 5-FU a dihidrofluorouracilo (DHFU) es el paso
limitante de la velocidad del catabolismo de 5-FU en células normales y tumorales. La DPD hepatica degrada hasta el 80%

del 5-FU administrado[66].

Por otro lado, el 5-FU también inhibe
a la enzima TS, que cataliza la metilacién del
monofosfato de desoxiuridina (dUMP) a
monofosfato de desoxitimidina (dTMP), con
5,10-metilenetetrahidrofolato reducido
(CH2THF) como donante del grupo metilo
(fig. 24). Esta reaccidn proporciona la Unica
fuente de novo de timidilato, que es
necesaria para la replicacién y reparacion del
ADN. La enzima TS de 36 kDa funciona como
un dimero, cuyas subunidades contienen un
sitio de unién a nucledtidos y un sitio de
unién a CH2THF. El metabolito FAUMP se une
al sitio de unién a nucledtidos de la TS,
formando un complejo ternario estable con
la enzima y el CH2THF, blogqueando asi la
union del sustrato normal, dUMP, e
inhibiendo la sintesis de dTMP[66].
Finalmente, la inhibicion de la TS conduce al
agotamiento de dTMP, que a su vez deriva en
el agotamiento de trifosfato de
desoxitimidina (dTTP), quien induce
perturbaciones en los niveles de los otros
desoxinucledtidos (dATP, dGTP y dCTP) a
través de  varios mecanismos  de
retroalimentacion, interrumpiendo la sintesis
y reparacion del ADN, lo que da como
resultado un dafio letal en el ADN (fig.
24)[66]. Ademas, la inhibicién de TS resulta
en la acumulacion de trifosfato de
desoxiuridina (dUTP)[70]. Tanto el dUTP
como FdUTP pueden ser incorporados al
ADN, pero en presencia de una alta relacion

(F)AUTP/dTTP la enzima de reparacion por
escision de nucledtidos, uracilo ADN
glicosilasa (UDG), no puede reparar todos los
errores, resultando en una incorporacion
adicional de nucledtidos falsos. Estos ciclos
no exitosos de escision y reparacion
conducen a la rotura de las cadenas de ADN y
a la muerte celular[66]. Estudios preclinicos
han demostrado que la expresion de la TS es
un determinante clave de la sensibilidad al
5-FU. En lineas celulares resistentes a 5-FU y
fluorodeoxiuridina (FUDR) se han observado
la amplificacién génica de la TS y la
sobreexpresion de su ARNm vy la
proteina[71], mientras que se ha encontrado
una mayor respuesta a la terapia con 5-FU en
pacientes con baja expresién de TS
tumoral[72][73]. Otros  estudios han
demostrado que el tratamiento con 5-FU
induce de manera aguda la expresion de TS,
tanto en lineas celulares como en
tumores[74][75]. Esta induccién
corresponderia a la inhibicibn de un
mecanismo de retroalimentacion negativa en
el que la proteina TS libre de ligando se une a
su ARNm e inhibe la traduccion del ARNm de
la misma TS. Entonces, cuando TS une de
forma estable a FAUMP, ya no puede unirse a
su ARNm y suprimir su propia traduccién, lo
gue resulta en una mayor expresiéon de sus
ARNm. Esto constituye un potencial
mecanismo de resistencia[75].
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Figura 24. Mecanismo de inhibicién de la timidilato sintasa por accién del 5-fluorouracilo. La timidilato sintasa (TS)
cataliza la conversion de monofosfato de desoxiuridina (dUMP) en monofosfato de desoxitimidina (dTMP) con
5,10-metilenetetrahidrofolato reducido (CH2THF) como donante del grupo metilo. EI metabolito activo monofosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUMP) se une al sitio de unién a nucledtidos de la TS y forma un complejo ternario estable con TS y
CH2THEF, bloqueando el acceso de dUMP al sitio de union de nucleétidos e inhibiendo la sintesis de dTMP. Esto da como
resultado el desequilibrio de los niveles de desoxinucledtidos (ANTP) y aumento del nivel de trifosfato de desoxiuridina
(dUTP), que causan dafio en el ADN. La extension del dafio en el ADN depende del grado de expresion de la desoxiuridina
pirofosfatasa (dUTPasa) y de la uracilo ADN glicosilasa (UDG), que reducen los niveles de dUTP y reparan el dafio en el
ADN, respectivamente. E1 dTMP puede recuperarse por accion de la timidina quinasa (TK) a partir de timidina[66].
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