PROGRESOS EN HEPATOLOGIA

e ) Localizador web
Articulo 179.672

Biologia celular y genética en el cancer de higado

Victoria Tovar?, Augusto Villanueva® y Josep M. Llovet*®

aBCLC Group. IDIBAPS. Liver Unit. Hospital Clinic. Barcelona. Espafa.

®Mount Sinai Liver Cancer Program. Division of Liver Diseases. Mount Sinai School of Medicine. New York. Estados Unidos.

RESUMEN

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la principal causa de
muerte en los pacientes cirréticos y en los paises desarrolla-
dos se ha convertido en un problema de salud de primer or-
den. El analisis de las alteraciones somaticas y de los perfiles
de expresion génica en pacientes con CHC ha proporciona-
do informacién relevante sobre los genes involucrados en la
carcinogénesis hepatica. No obstante, en la actualidad se
desconocen las alteraciones moleculares mas relevantes en
las fases iniciales de la enfermedad. La utilizacion de tecno-
logias de alta resolucion aplicadas en otros canceres (analisis
genémico integrado con oligo microarrays y SNP arrays) de-
beria mejorar la comprension de la patogenia de este tumor.
En los dltimos afios, se han identificado diferentes vias de se-
falizacion implicadas en la hepatocarcinogénesis. Entre
ellas, las vias de Wnt, EGFR y PI3k/Akt/mTOR, que estan
constitutivamente alteradas en numerosos estudios y pro-
porcionan la base molecular para el tratamiento de esta neo-
plasia. Al igual que en otras neoplasias, hay cierta contro-
versia sobre la célula origen del CHC. La hipétesis mas
aceptada sugiere que numerosas alteraciones genémicas en
las células hepatocitarias inducirian un fenotipo neoplasico.
Alternativamente, se ha postulado que al menos un subgru-
po de tumores tendria su origen en la célula troncal madre.
Ambas hipétesis convergen en la existencia de células madre
cancerosas (cancer stem cells) como evolucion de las anterio-
res, que serian las causantes de la perpetuacién y las disemi-
nacion de la neoplasia. Esta revisién resume la informacion
mas relevante respecto a las alteraciones estructurales y fun-
cionales en el CHC, y describe algunas de las principales
vias de sefializacion implicadas en el cancer de higado.
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CELL BIOLOGY AND GENETICS IN LIVER CANCER

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main cause of death
in cirrhotic patients and has become a major health pro-
blem in developed countries. Analysis of the somatic altera-
tions and gene expression profiles in patients with HCC
have provided important information the genes involved in
liver carcinogenesis. Nevertheless, the most important mole-
cular alterations in the initial stages of the disease are cu-
rrently unknown.

The application of high resolution technologies to other
forms of cancer (genome analysis with oligo microarrays and
SNP arrays) should lead to greater insight into the pathoge-
nesis of this neoplasm. In the last few years, distinct signaling
pathways involved in hepatocarcinogenesis have been identi-
fied. Among these, the Wnt, EGFR and PI3k/akt/mTOR
pathways are constitutively altered in numerous studies, pro-
viding the molecular basis for the molecular treatment of this
tumor.

As in other neoplasms, the original tumor cell in HCC is
controversial. The most widely accepted hypothesis suggests
that numerous genomic alterations in the hepatocyte cells
lead to a neoplastic phenotype. Alternatively, it has been
postulated that at least a subgroup of tumors could be of
stem cell origin. Both hypotheses agree on the existence of
cancer stem cells, arising from the original tumor cell; these
cancer stem cells would then perpetuate and disseminate the
neoplasm. This review summarizes the most important in-
formation on the structural and functional alterations in
HCC and describes some of the main signaling pathways
implicated in liver cancer.

INTRODUCCION

La incidencia del carcinoma hepatocelular (CHC) se ha
duplicado en las dltimas 4 décadas en Estados Unidos y
Europa. Esta dramadtica tendencia, atribuida al incre-
mento de pacientes infectados por el virus de la hepatitis
C (VHO)!, ha suscitado un mayor interés de la comuni-
dad cientifica por esta neoplasia. Globalmente, es el
quinto tumor con mayor incidencia, y la tercera causa de
muerte atribuida al cdncer en el mundo?® En los paises
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occidentales, alrededor del 40% de los pacientes puede
beneficiarse de tratamientos potencialmente curativos
(cirugia, trasplante, ablacién percutdnea). En tumores
avanzados, la quimioterapia sistémica no ha mostrado
un beneficio en términos de supervivencia en ensayos
clinicos aleatorizados, acompafidandose de cifras inacep-
tables de toxicidad y de muertes asociadas al tratamien-
to?3. Por tanto, el conocimiento de las bases moleculares
del CHC mediante estudios genémicos permitird disefiar
nuevas estrategias terapéuticas para afrontar esta devas-
tadora enfermedad.

La utilidad de los estudios publicados acerca de la pato-
genia molecular del CHC esta limitada por diversos fac-
tores. En primer lugar, el andlisis conjunto de tumores
con distintas etiologias —y aparentemente distinta patoge-
nia— puede dificultar la interpretaciéon de los resultados,
particularmente en estudios con tamafios de muestra mo-
destos. En segundo lugar, el andlisis gendmico debe con-
siderar los distintos estadios evolutivos en los que se han
recogido las muestras, considerando que, aun con una pa-
togenia comiin, la evolucion de la neoplasia induce altera-
ciones estructurales y desregulaciones de las vias de sefia-
lizacién no presentes en estadios iniciales. El 80% de los
CHC asientan sobre el higado cirrético, por lo que es fun-
damental llevar a cabo un anélisis metddico de la expre-
sién génica en el tejido normal, el tejido cirrético, el né-
dulo displasico y el cancer. La caracterizacion precisa de
la secuencia de eventos moleculares que suceden en los
diferentes estadios ayudard a distinguir los eventos tem-
pranos y cruciales de los dafios colaterales.

Finalmente, el ndmero limitado de estudios hace dificil
obtener una informacién genémica consistente. A pesar
de estas dificultades, algunos estudios recientes han pos-
tulado una clasificaciéon molecular preliminar del CHC,
que tendrd que ser debidamente validada en cohortes in-
dependientes de pacientes.

TABLA 1. Resumen de las alteraciones cromosémicas
mas frecuentes en el carcinoma hepatocelular

N.° de pacientes Frecuencia (%)
Ganancias

1q 631 38-78
S5p 151 30-40
6p 133 33-35
7q 251 32-35
Tp 83 35-41
8q 671 30-67
11q 83 31

17q 341 30-37
19q 151 30

20q 262 30-41

Pérdidas (LOH)

1p 270 30-36
4q 631 30-75
6q 178 25-37
8p 631 30-80
13q 563 30-37
16q 475 30-70
17p 455 30-52
18q 83 30

19p 50 42

LOH: pérdida de heterocigosidad.
Modificado de Villanueva et al>.

Esta revision analiza el conocimiento actual del dafio es-
tructural y del espectro mutacional del CHC, asi como de
las vias de sefalizacién mds relevantes implicadas en esta
neoplasia, y evalia la hipdtesis actual sobre el origen ce-
lular del CHC. Se pretende integrar la discusién de las
alteraciones estructurales del ADN y su resultado fenoti-
picoa nivel del transcriptoma y a nivel proteico con para-
metros clinico-evolutivos.

ALTERACIONES GENETICAS EN EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR

Diversos factores etiolégicos provocan continuos ciclos
de dafio y reparacion de los hepatocitos que culminan en
la enfermedad croénica del higado. Los nédulos de regene-
racién hepaticos tienen caracteristicas citoldgicas norma-
les en los que la desregulacion de vias de sefializacion
mitogénicas puede llevar a la seleccién de ciertos clones
de células displésicas. Estos clones, organizados en nddu-
los displasicos y rodeados de un septo fibroso de tejido
conectivo, tras ser expuestos a alteraciones gendmicas
adicionales, adquieren un fenotipo maligno*. Los meca-
nismos moleculares exactos implicados en este proceso
atn se desconocen. Es mads, las alteraciones genéticas en-
tre individuos con CHC, y a veces incluso en diferentes
nédulos presentes en el mismo individuo, son distintas®.
Las alteraciones genéticas pueden variar desde mutacio-
nes puntuales hasta la pérdida o la ganancia de brazos
cromosémicos. En el cdncer de higado se han identificado
alteraciones estructurales en areas del genoma que inclu-
yen algunos genes, como c-myc (8q), Ciclina A2 (4q), Ci-
clina D1 (11q), Rb1 (13q), AXINI (16p), p53 (17p),
IGFR-II/M6PR (6q), p16 (9p), E-Cadherina (16q), SOCS
(16p) y PTEN (10g)*°. Los genes mds frecuentemente
mutados en CHC son p53 y B-catenina*. Las alteraciones
cromos6micas en el CHC se han analizado mediante hi-
bridacién gendmica comparativa (HGC), que detecta
cambios en el nimero de copias entre genomas. Esta téc-
nica es capaz de detectar amplificaciones/deleciones ma-
yores de 10 Mb. Para el estudio de las alteraciones del ge-
noma que afecten a dreas menores actualmente se dispone
de los high-density single nucleotide polymorphism (SNP)
arrays (Affymetrix 500K array®).

Alteraciones en el nimero de copias en el carcinoma
hepatocelular

La alteracién cromosémica mds habitual en el CHC afecta
al cromosoma 1q, con frecuencias de amplificacién que os-
cilan entre el 58 y el 78%. Otros brazos de cromosomas
afectados con amplificaciones son 6p, 8q, 17q, y 20q, y con
deleciones 4q, 8p, 13q, 16q y 17p. Las observaciones deri-
vadas de estudios més extensos se resumen en la ta-bla I+°.

Es preciso destacar que incluso las modificaciones del
nimero de copias en dreas pequefias del genoma pueden
incluir decenas de genes candidatos. Una manera de fil-
trar la lista de genes para evaluar y, a su vez, conferir
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consistencia a los candidatos obtenidos por HGC, consis-
te en realizar un andlisis integrado del transcriptoma y las
alteraciones estructurales. Conceptualmente, los genes si-
tuados en regiones de ganancia cromosémica con niveles
de expresién incrementados suelen ser oncogenes, mien-
tras que los genes localizados en regiones de pérdida cro-
mosOmica son genes supresores de tumores. Como ejem-
plo, Patil et al® evaluaron la correlacién entre 48 genes
altamente expresados en el cromosoma 8q y su nimero
de copias en 49 muestras de CHC. Entre éstos, un gen
con alta correlacion fue COPS5/JAB1/CSNS5, una subuni-
dad del signalosoma COP9 que interacciona con ubiqui-
tin-ligasas E3. El estudio y la manipulaciéon de COPSS5 en
lineas celulares sugiere un papel como potencial oncogén
activado por la ganancia de material genético en 8q°. Es
necesario destacar que para que un gen candidato se con-
sidere un oncogén o un gen supresor, se precisa el cum-
plimiento de unos estrictos criterios claramente estableci-
dos!?.

El potencial valor predictivo de las alteraciones genéticas
y su correlacién con otros pardmetros clinicos, como pro-
néstico, recurrencia o estadio tumoral, no estd claramente
establecido. Raidl et al® mostraron un incremento progre-
sivo de las aberraciones genéticas acorde con el patrén
evolutivo de la enfermedad (desde nédulos displasicos a
CHC avanzado).

Desequilibrio alélico

Las regiones cromos6micas que presentan una pérdida de
heterocigosidad (LOH) pueden contener genes supresores
de tumores que tras una posterior mutacién quedan anula-
dos. Esto constituye la base del modelo double-hit pro-
puesto por Knudson!! hace 30 afios. Los estudios para
analizar LOH requieren marcadores moleculares como
microsatélites, o SNP, que permitan distinguir entre los
cromosomas parentales. Los microsatélites, microsatellite
marker analysis (MSA), son pequefias secuencias repeti-
das en tandem distribuidas por todo el genoma y que pue-
den variar debido a errores en los sistemas de reparacion,
un fenémeno habitual en los tumores.

El andlisis del desequilibrio alélico en uno o mas de los
18 loci estudiados en el CHC mostré LOH en un 70% de
los cénceres frente a un 3% en higados no tumorales. Es-
tas pérdidas de heterocigosidad se observaban principal-
mente en 1p, 4q, 6q, 8p, 9p, 16q y 17p, con un incremen-
to significativo de LOH en 1p en tumores pequefios bien
diferenciados, mientras que la LOH en 16p y 17q fue mas
frecuente en lesiones metastdsicas'?.

Mutaciones puntuales

La mayoria de las mutaciones descritas en el CHC son
somadticas, y entre éstas la mds estudiada es, sin duda, p53
(tabla II). Este gen supresor, cuyo papel en la carcinogé-
nesis es incuestionable, estd implicado en el control del
ciclo celular, la reparacién de ADN, la apoptosis y la di-
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TABLA II. Prevalencia de las mutaciones puntuales
en genes asociados con el carcinoma hepatocelular

Gen N.° de pacientes Tasa mutacién (%)
p53 10-170 0-67
B-catenina 21-421 0-44
EGFR 89-100 0
PIK3CA 47-73 0-35
PTEN 12-96 0-11
K-RAS 12-30 3-42
H-RAS 21 9
N-RAS 30 3

Modificada de Villanueva et al*2.

ferenciacién. Numerosos estudios sobre el CHC han ana-
lizado mutaciones en p53. En ellos se constata que la tasa
de mutacién de p53 es especialmente elevada en regiones
de Africa y Asia, donde la exposici6n a aflatoxina es en-
démica. Diversos estudios han mostrado correlacién entre
las elevadas tasas de mutacién en p53 en el codén 249 y
la exposicién a aflatoxina!*!*. En los paises occidentales,
donde la ingesta de aflatoxina no es endémica, s6lo se ob-
servan altas tasas de mutacién de p53 en pacientes con
CHC asociado a hemocromatosis'?.

En cuanto a la relacién entre mutaciones en p53 y las ca-
racteristicas clinicopatolégicas del CHC, varios estudios
sugieren que la pérdida de p53 es un evento tardio en la
hepatocarcinogénesis. Por ejemplo, se han encontrado ta-
sas de mutacién diferenciales segun el grado histolégico
de las lesiones (p. ej., el O frente al 60% en tumores con
Edmondson grados I y IV, respectivamente)'*!>. En un
estudio reciente, se ha analizado la relacién entre las mu-
taciones de p53 en la linea germinal y la disfuncién de la
telomerasa en un modelo knockout murino. En animales
con telémeros intactos, la mutacién en p53 no mostré
efectos sobre la carcinogénesis, mientras que en el con-
texto de disfuncion de la telomerasa favorecié la oncogé-
nesis'®.

ALTERACIONES GENOMICAS FUNCIONALES
EN EL CARCINOMA HEPATOCELULAR

Los perfiles de expresion génica derivados de estudios
realizados con tecnologia de alto rendimiento (microa-
rray) y anélisis selectivo de ARNm por reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) cuantitativa a tiempo real
(qRT-PCR) han revolucionado el modo de abordar el es-
tudio del céancer (tabla III). Sus aplicaciones en el &mbito
de las enfermedades hepaticas y el CHC se han revisado
recientemente de forma exhaustiva!’. Los estudios pione-
ros con microarrays en CHC ya mostraron una desregula-
cion en la activacion de los receptores de crecimiento, las
vias de sefializacién de Ras/MAPK y el ciclo celular'®. La
agrupacion de estos genes desregulados en clisters per-
mite la clasificacion de muestras en funcién de su perfil
de expresién génica. Estos cldsters, organizados en gru-
pos de genes (gene signatures) pueden utilizarse con fi-
nes diagndsticos o prondsticos, asi como para evaluar la
respuesta al tratamiento'®. No obstante, recientemente se



TOVAR V ET AL. BIOLOGIA CELULAR Y GENETICA EN EL CANCER DE HIGADO

TABLA III. Variaciones en los valores de expresion de genes
asociados con el carcinoma hepatocelular

Funcién Gen Expresi6n
Vias factores de crecimiento IGF-11 Incrementada
IGFR-II (M6PR) Disminuida
EGF Incrementada
EGFR Incrementada
TGF-o Incrementada
HGF Incrementada
c-MET Incrementada
PTEN Disminuida
TGF-BI1 Disminuida
Proliferacién y diferenciacién ~ f-catenina Incrementada
E-cadherina Disminuida
c-myc Incrementada
Angiogénesis VEGF Incrementada
VEGFR-2 Incrementada
Angiopoietina-2 Incrementada
Metdstasis MMP-14 Incrementada
MMP-9 Incrementada
Topoisomerasa 2A  Incrementada
Osteopontina Incrementada
Ciclo celular Rb Incrementada
Ciclina D1 Disminuida
p53 Disminuida
pl6é Disminuida
p27kip Disminuida
Survivina Incrementada

Modificado de Villanueva et al®.

ha puesto en tela de juicio el disefio de algunos de estos
estudios, por lo que se impone una revisién de la metodo-
logia. A pesar de ello, es previsible que la informacién
derivada de los estudios con microarrays se incorpore
progresivamente en la practica clinica.

En el CHC, algunos estudios de expresion génica se han
focalizado en el papel que potencialmente tendrian las
gene signatures para establecer clasificaciones molecula-
res y como predictores de recurrencia y supervivencia. En
el estudio mas relevante, realizado en 120 pacientes con
CHC, se identificaron 3 subgrupos de tumores con distin-
ta geme signature asociados con distinta supervivencia.
Estos genes codificaban proteinas asociadas con la proli-
feracion, la diferenciacion, la apoptosis, la modificacion
de histonas y la ubiquitinacién, mientras que otros definian
un subgrupo derivado de células progenitoras con un pro-
ndstico especialmente adverso'®. De forma anéloga, otros
estudios basados en microarrays han permitido discrimi-
nar poblaciones con diferentes tasas de supervivencia y
predecir una recurrencia en el CHC?2,

Los intentos de integrar los resultados de microarrays
con los del andlisis HGC son escasos y muestran s6lo una
correlacion parcial. La variabilidad experimental en los
resultados de microarrays, al igual que las modificacio-
nes epigenéticas que interfieren en los valores transcrip-
cionales de extensas regiones cromosémicas pueden ex-
plicar esas diferencias.

La qRT-PCR es una técnica claramente mas sensible que
los microarrays para el andlisis del transcriptoma, aunque
s6lo es aplicable al andlisis de un niimero relativamente
reducido de genes. Esta técnica se ha utilizado con fre-
cuencia para validar el resultado obtenido en perfiles de

expresion génica con microarrays o para correlacionar
variaciones en los valores de expresion de ARNm con
anomalias en la estructura del ADN de genes implicados
en ciertos procesos, como proliferacion, diferenciacion,
angiogénesis, apoptosis, ciclo celular y metéstasis'’?2. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que las variaciones en
los valores de ARNm pueden no deberse a aberraciones
en la estructura del ADN, sino a mecanismos de regula-
cion transcripcional (ARN de interferencia, estabilidad de
ARNm tras modificaciones en poliadenilacion, etc.) y
modificaciones postranslacionales (fosforilizacién, gluco-
silacion, etc.). En cuanto a la utilidad de la qRT-PCR en
el diagnéstico, un estudio reciente ha investigado la ex-
presién de 55 genes para diferenciar lesiones preneoplasi-
cas (nédulos displésicos) y CHC precoz (< 2 cm), identi-
ficando una gene signature constituida por 3 genes
(GPC3, LYVEI y survivina) capaz de distinguir ambas
entidades con una precision del 94%%.

Metilacion de genes relevantes

El silenciamiento epigenético de la expresion de genes
clave en la regulaciéon de la proliferacion, diferenciacion
y apoptosis es un fendmeno habitual en el cancer. Se han
observado patrones de metilacién aberrantes durante el
proceso de la carcinogénesis hepdatica. Una caracteristica
de las células cancerosas es la presencia en el ADN de
discretas dreas de densa hipermetilacién sobre un fondo
global de hipometilacién. La hipermetilacién afecta a is-
las CpG localizadas en las regiones promotoras y a intro-
nes reguladores, particularmente, en genes supresores de
tumores como p16™¥* [GFR-II/MP6, BRCAI y E-cadhe-
rina. El tratamiento con agentes desmetilantes que inhi-
ben la metilacién de islas CpG y permiten la reexpresion
del gen supresor de tumores puede resultar un tratamiento
prometedor en la inhibicién del crecimiento tumoral®*,

Inestabilidad genémica. Telémeros y telomerasa

El envejecimiento de las células somdticas se asocia con
la reduccion de la longitud de los telémeros debido a la
incapacidad de las ADN polimerasas para replicar com-
pletamente el final del ADN cromosomal. El acortamien-
to de los telémeros es una caracteristica clave durante la
progresiéon de las enfermedades crénicas del higado.
Afecta especialmente al compartimiento de los hepatoci-
tos y, en ultimo término, provoca inestabilidad cromos6-
mica, fusiones entre extremos de cromosomas y muerte
celular. La reactivacién de la telomerasa restablece la lon-
gitud de los telémeros e inmortaliza el fenotipo de las cé-
lulas®.

En un 90% de los CHC humanos se ha observado una re-
activacion de la actividad telomerasa®. Este es un evento
asociado a estadios avanzados de la enfermedad y diver-
sos mecanismos intervendrian en el aumento en los valo-
res de ARNm de la telomerasa. Por un lado, el oncogén
c-myc activaria el promotor del gen de la telomerasa,
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Factores de crecimiento
(EGF, TGF-o.. PDGF, IGF-I, etc.)
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Fig. 1. Esquematizacion de las principales vias de sefializacion implicadas en el desarrollo y la progresion de la carcinogénesis hepdtica. Wnt/-ca-
tenina: en presencia de ligandos Wnt, B-catenina se acumula en el citoplasma y transloca al niicleo, modificando la expresion de numerosos genes
relacionados con el ciclo celular, la proliferacién, la diferenciacion y la apoptosis. En ausencia del ligando, la B-catenina citosdlica es degradada
por el sistema del proteosoma tras ser previamente fosforilada por el complejo APC/AXIN/GSK3 . Hedgehog: en ausencia de ligando Hh, Ptc inhibe
Smo, y forma un complejo que impide la translocacion al nucleo de Gli. De forma similar a B-catenina, en presencia de ligandos Hh, Gli puede
translocar al niicleo donde actiia sobre sus genes diana. HIIP bloquearia la interaccion entre ligando y receptor. PI3k/Akt: la sefializacion a través
de los receptores de diversos factores de crecimiento converge en 2 vias principales; PI3K/Akt, que interactiia con varios genes diana (FOXO, BAD,
FKHR, IKK, p21, etc.) y generaria principalmente seiiales de supervivencia, y RassMAPK, que daria lugar a sefiales de proliferacion.

TERT. Por otro lado, se ha descrito que el virus de la he-
patitis B (VHB) se integra en la regién promotora del gen
TERT incrementando su expresion. Ademds, se han des-
crito amplificaciones en la regién en la que reside el gen
TERC (el componente ARN de la telomerasa) y una pér-
dida de heterocigosidad del cromosoma 10p, en una re-
gi6én que contiene un represor de la telomerasa®.

VIiAS DE SENALIZACION EN EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR

En los dltimos afios se ha hecho un gran progreso para
determinar la funcién de los mecanismos de sefializacién
en la carcinogénesis hepdtica. La desregulacion de esas
vias de sefializacioén y de sus componentes se ha asociado
con propiedades esenciales de los tumores, como la proli-
feracion celular, la evasién de apoptosis, la invasion tisu-
lar y la diseminacién. No obstante, la secuencia de even-
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tos moleculares que desembocan en el cidncer de higado
no estd atn claramente establecida. El conocimiento de
estos eventos moleculares y de las cascadas de sefaliza-
cién intracelular implicadas puede proporcionar la identi-
ficacion de nuevas dianas terapéuticas. A continuacién se
revisan los conocimientos actuales sobre la implicacion
de las vias de sefializacién del CHC (fig. 1).

Vias de senalizacion de diferenciacion

Wht-f-catenina. La via de sefializacion de Wnt es una via
muy conservada durante la evolucion, implicada en la re-
gulacién de la proliferacién, la motilidad, la interaccién
entre células, la organogénesis y la autorrenovacién de cé-
lulas troncales pluripotentes. Se ha visto ampliamente im-
plicada en la oncogénesis® y se ha sugerido que desempe-
farfa un papel en el mantenimiento de las células troncales
cancerosas, por lo que los componentes de esta via consti-
tuirfan dianas ideales para la terapia contra el cancer. Se
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han descrito 19 ligandos Wnt y 11 receptores transmem-
brana (FZD). En células normales, -catenina se asocia
con E-cadherina en la membrana celular, uniendo E-cad-
herina al citosqueleto de actina. En la via candnica de Wnt
la cascada de sefializacién se inicia cuando los ligandos
estimulan el receptor, Frizzled, y la sefial desencadenada
provoca la disociacién de B-catenina de E-cadherina. Las
proteinas supresoras AXIN1/2 y APC forman un complejo
con la cinasa GSK-3p en el citoplasma, promoviendo que
B-catenina sea fosforilada, poliubiquitinilada y, posterior-
mente, degradada por el proteosoma?’.

Diversos factores, como las mutaciones somadticas en
APC, AXIN1/2, GSK-3 o la sobreexpresion del receptor
FZD-7, pueden provocar un aumento de la biodisponibili-
dad de B-catenina, que transloca al niicleo y actia como
coactivator de factores de transcripcion de la familia
TCF/LEF, regulando la actividad de genes de prolifera-
ciéon (c-myc), antiapoptosis (survivina), angiogénesis
(VEGF), metéstasis (MMP) y ciclo celular (ciclina D)*.
El 90% de los canceres de coldn presenta mutaciones en
el gen APC, y en las neoplasias en que APC no estd muta-
do casi un 50% presenta mutaciones en el gen S-
catenina®®. En el CHC, la tasa de mutacién de B-catenina
es del 0-44%, mientras que las mutaciones en APC son
raras (tabla II). Ademas, se han descrito mutaciones que
afectan a otros genes de la via de sefializaciéon Wnt, que
incluyen AXINI y AXIN2%. La activacién de esta via es
evidente en al menos un tercio de los tumores, en los que
se observa una acumulacién nuclear de B-catenina (un
17-40% de los casos)* o sobreexpresion del receptor
FZD-7 en un 90% de las muestras de CHC analizadas™.

Hedgehog. Esta via de sefalizacién es fundamental en
procesos de diferenciacion celular, regeneracion y biolo-
gia de las células troncales. Hay 3 ligandos potenciales
—Indian, Sonic y Desert Hedgehog— y el primero predo-
mina en el higado®. En ausencia de activacidn, el re-
ceptor Patched (Ptc) ejerce un efecto inhibitorio sobre
Smoothened (Smo), que en asociacién con Cos-2 bloquea
la translocacién al nicleo de Gli. Tras la estimulacién del
ligando, Gli se acumula en el nicleo e induce la transcrip-
cién de genes relacionados con el ciclo celular y la proli-
feracion®! (fig. 1).

Numerosos indicios sugieren un rol preponderante de
Hedgehog en un subtipo de neoplasias. La activacion de
la via Hedghehog se ha asociado con el desarrollo de di-
versos tumores s6lidos esporadicos (p. €j., pancreas, pul-
mon, préstata y meduloblastoma). Asimismo, la mutacién
de Ptc en la linea germinal da lugar al sindrome de Gor-
lin, que predispone a diversos tumores>!. La estructura de
la via es similar a la de Wnt. Algunos estudios recientes
sugieren un posible papel de esta via en el CHC: se ha
descrito una expresién de Sonic Hedgehog en CHC hu-
manos y una infraexpresién de genes diana asociados a
Gli tras el bloqueo especifico de la via®2. Ademds, la acti-
vidad de Smo puede provocar una sobreexpresién de
c-myc, que desempefia un papel importante en la carcino-
génesis hepatica. Todos estos datos sugieren la potencial
relevancia de la terapia molecular dirigida especificamen-

te al bloqueo de la via de sefializacién de Hedgehog en el
tratamiento del CHC*.

Vias de senalizacion dependientes de receptores
tirosina cinasa

Insulin-like growth factor (IGF). Es uno de los mensaje-
ros secundarios mas importantes de la hormona del creci-
miento durante la infancia y la adolescencia®. Su relevan-
cia en el control de la renovacién celular y de la
proliferacién en el cidncer ha generado gran interés. La fa-
milia del IGF comprende 2 ligandos (IGF-I y IGF-1I), 2
receptores (IGFR-I y IGFR-II/M6P) y 6 proteinas de
unién (IGFBP1-6). La unién de ligandos de alta afinidad
a las subunidades o de IGFR-I provoca la rdpida transau-
tofosforilacién de residuos aminoacidicos tirosina especi-
ficos localizados en las subunidades [ del receptor, lo que
induce la fosforilizacion del sustrato del receptor de la in-
sulina (IRS-1 y IRS-2) y Shc. Estos eventos inducen la
activaciéon de las vias de sefalizacion MAPK, vy
PI3K/Akt/GSK-3p y la activacién transcripcional de dife-
rentes genes diana, como p27%!, myc, fos, ciclina By
VEGF?*. La evidencia acumulada sugiere que el sistema
IGF esta implicado en el desarrollo y la progresién de una
amplia variedad de tumores, ya que afecta a la transfor-
macion, la proliferacion, la supervivencia, la motilidad y
la migracién celular, tanto en cultivos celulares como en
modelos de cdncer murinos. Los modelos transgénicos
sugieren que los oncogenes clave de la via son IGFR-I e
IGF-11, puesto que su sobreexpresion especifica de tejido
induce tumores de mama y de pulmoén.

Las IGFBP modulan la biodisponibilidad de los IGF en el
microambiente celular. El 70% del IGF-II estd unido a
IGFBP-3, la mas abundante de las IGFBP. En el CHC se
ha descrito que la expresiéon de IGFBP-1, IGFBP-3 e
IGFBP-4 esta reducida. Hay estudios que muestran efec-
tos paradéjicos de las IGFBP bajo diferentes condiciones,
lo que sugiere que pueden tener acciones divergentes se-
gin las condiciones microambientales en las que desa-
rrollan su actividad. IGF-II se puede unir a IGFR-1 y
IGFR-II/M6P, pero su afinidad por IGFR-I es significati-
vamente menor que la de IGF-I*>3, La expresién del gen
IGF-II estd aumentado en muchas neoplasias, entre ellas
el CHC. El 16-40% de los CHC humanos sobreexpresan
este factor de crecimiento. Su compleja regulacion trans-
cripcional implica 4 promotores especificos de tejido re-
gulados epigenéticamente (P1-P4). La sobreexpresion de
IGF-II se produce cuando hay una pérdida del imprinting
gendémico o por reactivacién del promotor fetal (P2-P4).
El receptor IGFR-II/MP6 no tiene actividad tirosina cina-
sa, su funcién consiste en unir y degradar IGF-1I, y se
considera un gen supresor de tumores. En un 25% de los
casos de CHC se observa una pérdida de heterocigosidad
en el locus igfr-2 (6q), junto con mutaciones que inacti-
van el segundo alelo. En cuanto a IRS-1 e IRS-2 se ha ob-
servado la fosforilacién de IRS-1 e IRS-2 en carcinogéne-
sis hepdtica en humanos y en ratones. Recientemente,
algunos estudios han sugerido que IRS-1 también seria
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capaz de modular la expresién de genes que controlan la
proliferacién y el crecimiento celular directamente en el
nticleo celular?+36,

Transforming growth factor-a/epidermal growth factor.
El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
es miembro de una familia de 4 receptores relacionados
(ErbB1-ErbB4) que tras interaccionar con el ligando de-
sencadenan una actividad tirosina cinasa y el inicio de
una cascada de transduccién de sefiales intracelulares.
Los receptores EGF participan en la compleja regulacién
de procesos bioldgicos esenciales, como la proliferacion
celular y la superviviencia®.

Diversos datos sugieren una activacion de la via de EGFR
en el CHC, ya sea por sobreexpresion de los ligandos es-
pecificos o de sus receptores* u otros mecanismos, como
amplificaciones estructurales. Se han descrito ganancias
en 17p, cromosoma en el que reside el locus HER2/neu.
La sobreexpresion de EGFR y HER2, que se ha constata-
do que estd correlacionada con un fenotipo tumoral mas
agresivo con altos valores de proliferacion, metastasis in-
trahepdticas y desdiferenciacién tumoral®, ha sido el pun-
to de partida para el desarrollo de diversos antagonistas
de EGFR, algunos de los cuales (erlotinib, etc.) se han
aprobado para la practica clinica. El uso de antagonistas
de EGFR (erlotinib) en el CHC ha demostrado una inhibi-
cién significativa de la proliferacién y un incremento de
la apoptosis®’. Estos resultados se han confirmado en mo-
delos animales, con el inhibidor tirosina cinasa gefitinib,
que disminuy6 el nimero de nédulos displdsicos en ratas
cirréticas’®.

TGF-o y EGF, ligandos de los receptores ErbB, actian
como potentes mitdgenos. Se han detectado valores ele-
vados de TGF-o. en el suero de pacientes con CHC33,
TGF-o actuaria en estadios iniciales de la oncogénesis
hepética, y su expresion se correlaciona con la prolife-
racién y la diferenciacion celular. El factor TGF-o. pro-
mueve neoangiogénesis, supervivencia y proliferacion de
las células tumorales indirectamente a través de la induc-
cion del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF)*. Los CHC son tumores muy vascularizados que
muestran sobreexpresion de VEGFR, en los que su blo-
queo se ha probado efectivo in vitro. Asimismo, la inhibi-
cion de EGFR mediante anticuerpos monoclonales reduce
la expresion de VEGF en lineas tumorales epiteliales y
provoca una disminucién del crecimiento tumoral y de la
angiogénesis asociada en un modelo de xenoinjerto de cé-
lulas tumorales humanas®.

Hepatocyte growth factor (HGF) es el factor de creci-
miento mds potente de los hepatocitos, esencial en la re-
generacion hepatica. Su tnico receptor de alta afinidad
conocido es c-MET. Se expresa predominantemente en
células epiteliales y endoteliales, y su actividad regula las
funciones de proliferacién, migracién, supervivencia,
morfogénesis, angiogénesis y regeneracion®**. Se ha des-
crito que un 20-48% de los CHC sobreexpresan c-MET;
sin embargo, el receptor se detecta en un 70% de los
CHC, diferencia que se deberia a la participacidn, entre

366  Gastroenterol Hepatol. 2007;30(6):360-9

otros mecanismos moleculares, de alteraciones genomi-
cas (un 16% de ganancia en 7q)*°. HGF también estd so-
breexpresado en el CHC; sin embargo, son las células es-
trelladas y los miofibroblastos, en lugar de las células
tumorales, los que expresan el factor, al ser estimulados
por productos tumorales. El HGF secretado por estas cé-
lulas es una molécula inactiva que tras ser procesada pro-
teoliticamente estimula la invasién celular®. El papel de
estas moléculas en la patogenia del CHC no estd ain cla-
ro, puesto que algunos estudios recientes sugieren roles
de c-Met opuestos a los previamente descritos*!.

Via de seiializacion de PISK/AKT/mTOR

Muchos factores de crecimiento celular y citocinas acti-
van esta via de sefializacién, cuyo mensajero secundario
principal, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) activa
Akt/proteina cinasa B (PKB). Akt fosforila a su vez nu-
merosos genes diana, como BAD, proteina proapoptdtica
a la que inactiva mediante fosforilizacién, o mTOR, que
activa a la cinasa p70 S6 y al represor translacional 4E-
BP. Estas proteinas regulan la translacién de proteinas re-
guladoras del ciclo celular y, por tanto, promueven la pro-
gresion del ciclo celular?,

PI3K es un heterodimero que consta de una subunidad ca-
talitica (p110c, p110B, o p110y), asociada a una subuni-
dad reguladora (p85a., p85p o p55Y). PIK3CA, que codifi-
ca pll10, estd frecuentemente mutado en el cancer; sin
embargo, en el CHC los datos obtenidos no son conclu-
yentes*2,

PTEN es una fosfatasa que inhibe la sintesis de PIP; blo-
queando la activacién de Akt. Es un gen supresor de tu-
mores mutado o delecionado en muchos canceres, cuya
expresion estd disminuida en tumores avanzados. Al igual
que en otras neoplasias, en la inactivacion de PTEN pue-
den estar implicados mecanismos epigenéticos (metilacién
de islas CpG)*, asi como pérdidas de heterocigosidad en
10q, la regién cromosdmica en la que reside PTEN.

Un mediador importante de la via de sefializaciéon de
PI3K/Akt es mTOR, que actda como regulador en el cre-
cimiento celular y la proliferacidn; es el sensor del estatus
nutricional y permite la progresion de la fase G1 a S. En
situaciones de privaciéon de nutrientes, la actividad de
mTOR disminuye. Sahin et al* han descrito una sobreex-
presion de la via de sefializacion de mTOR en una pro-
porcién de CHC.

ORIGEN CELULAR DEL CARCINOMA
HEPATOCELULAR: DEL HEPATOCITO
A LA CELULA STEM CANCEROSA

Un concepto emergente en oncologia es el papel esencial
que podrian desempefiar las células troncales, o stem
cells, en el origen y el desarrollo del cdncer®”. Segin este
concepto, los cdnceres se desarrollarian a partir de un
subgrupo de células con capacidad de autorrenovacién
analoga a las células troncales o stem cells normales. Es-
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Autorrenovacion

Daiio en la estructura del ADN
Fusion célula-célula
Transdiferenciacion

Autorrenovacion

Autorrenovacion

Progresién tumoral
y diseminacion

Fig. 2. Modelo del origen celular y pro-
gresion del cdncer. Diversos fenomenos
sobre la célula stem normal o progenito-
res muy tempranos (p. ej., mutaciones)
provocarian la aparicion de células stem
del cdncer (CSC), que dan lugar a una
progenie capaz de autorrenovarse y ser
responsable de la progresion tumoral y la
diseminacion, o que evoluciona hacia un
fenotipo diferenciado maligno con capa-
cidad tumorogénica limitada. La hipdtesis
de las CSC sostiene que estas células po-
drian originarse también a partir de célu-
las diferenciadas.

diferenciadas

tas células, denominadas células madre cancerosas (can-
cer stem cells [CSC]), pueden proceder de células stem
normales, que mantienen una capacidad de autorrenovar-
se, pero que adquieren cambios genéticos o epigenéticos
que transforman su fenotipo, o bien de células somadticas
desdiferenciadas que adquieren una capacidad de autorre-
novacion (fig. 2).

La célula stem cancerosa se definiria como la célula del
tumor que posee la capacidad de autorrenovacién y que
puede originar todos los linajes celulares que comprende
el tumor. Por tanto, las células stem cancerosas pueden
definirse s6lo de forma experimental por su habilidad
para recapitular la generacién de un tumor en continuo
crecimiento. El modelo de la CSC propone que las neo-
plasias estan constituidas por 2 poblaciones celulares di-
ferentes originadas por una divisién asimétrica: por un
lado, las células troncales malignas con capacidad de au-
torrenovacion, responsables ante todo de la progresién
tumoral y la diseminacién, y una segunda poblacién de
células tumorales, parcialmente diferenciadas, no tumoro-
génicas que constituyen la mayor parte de la masa tumo-
ral**#’ (fig. 2). Alternativamente, se ha especulado que las
células somaticas maduras podrian desdiferenciarse hacia
células stem-like capaces de autorrenovarse®.

La hipétesis de la célula stem tumoral sostiene que esta
poblacién celular minoritaria, que se autorrenueva e im-
pulsa el crecimiento y la diseminacién tumoral, es refrac-
taria al tratamiento con agentes quimioterapéuticos con-
vencionales dirigidos contra el grueso de las células
tumorales que se dividen rdpidamente. Por tanto, la erra-
dicacion efectiva del tumor implica identificar agentes
que eliminen la CSC del céncer sin afectar a las células
stem normales y el disefio de nuevas terapias capaces de
discriminar entre células stem cancerosas y células stem
normales. Para ello, es necesario conocer mejor la biolo-

gia de las células troncales normales, asi como la genética
y la epigenética de la progresioén tumoral. En este sentido,
se ha conseguido identificar algunos agentes efectivos
contra células stem de leucemia, por ejemplo, el pharte-
nolide, que es un potente inhibidor del factor nuclear-xB,
que ha demostrado promover la apoptosis en células stem
de AML e inhibir el crecimiento tumoral en ratones
NOD/SCID. Algunos agentes convencionales, como la
antraciclina han mostrado una sinergia con inhibidores
del proteosoma reduciendo drasticamente la viabilidad
celular de las células stem AML*.

Los hepatocitos tienen una capacidad extraordinaria de
dividirse, y permiten la regeneracién en respuesta a agre-
siones agudas. En condiciones normales, el higado adulto
apenas prolifera. Sin embargo, en respuesta al dafio pro-
vocado por la inflamacién crénica/necrosis el comparti-
miento reserva de células progenitoras se activa; en este
proceso intervienen diferentes tipos celulares, (p. ej., cé-
lulas estrelladas) y factores de crecimiento*®-°. Este com-
partimiento, que contiene las llamadas células ovales o
células progenitoras, estd situado en las ramas mas perifé-
ricas del arbol biliar, los conductos ductulares y los cana-
les de Hering. Se ha especulado que una subpoblacién de
células progenitoras hepéticas podrian tener un origen he-
matopoyético; sin embargo, estudios recientes® no han
respaldado esta teoria. En las lesiones displésicas, auténti-
cos precursores neopldsicos, se han descrito caracteristi-
cas de células progenitoras®. Asimismo, en algunos CHC
iniciales se observa una proliferacién de células ovales en
el centro de las lesiones, lo que indica la presencia de cé-
lulas stem. El papel de las células stem cancerosas en la
hepatocarcinogénesis debe establecerse mediante marca-
dores especificos que reconozcan el linaje dentro de las
fronteras de los tumores, ya que, hasta ahora, los marca-
dores de CSC para CHC (p. ej., CD34) y la comparacién
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de los perfiles de expresién génica con hepatoblastos fe-
tales de rata han generado resultados contradictorios.
Conseguir una opcion terapéutica efectiva en el cancer de
higado requiere profundizar en el conocimiento de las
vias de seflalizacién implicadas en la autorrenovacién de
las células stem, como Notch, Wnt-B-catenina y Hedge-
hog y sus conexiones con vias cldsicamente asociadas a
cancer.

En conclusién, la integracién de la informacién derivada
de estudios sobre alteraciones genéticas, variaciones en
los perfiles de expresién génica y sefializacién aberrante
que cubren el patrén evolutivo completo del CHC huma-
no (desde la cirrosis, pasando por los nddulos displasicos
hasta el cdncer avanzado) es imprescindible para la iden-
tificacion de nuevas dianas con las que desarrollar tera-
pias efectivas contra cincer de higado. Asimismo, el
conocimiento de la biologia tumoral, incluida la identifi-
cacion y el aislamiento de la célula madre cancerosa, es el
reto cientifico mas complejo en esta drea de investiga-
cion.
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