ARTICULO ESPECIAL

ISSN 0025-7680

PARTICIPACION DE LOS SITIOS FRAGILES EN CANCER
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Resumen La mayor parte de las neoplasias hematologicas y tumores sdlidos presentan

anomalias cromosémicas especificas, numéricas o estructurales, que podrian ori-
ginarse debido a la existencia de ciertas zonas labiles en el genoma, denominadas sitios
fragiles (SF). Estos sitios se pueden definir como puntos especificos de los cromosomas con
mayor susceptibilidad a rupturas y reordenamientos cromosomicos en las células somaticas
llevando a la activacion de oncogenes o a la inactivacion de genes supresores de tumor o
antioncogenes, iniciando los primeros pasos del proceso oncogénico. En este trabajo se
explica la clasificacion y los mecanismos de induccién y se discute el significado bioldgico

MEDICINA (Buenos Aires) 1996; 56: 727-732

de estos sitios, principalmente su vinculacion con el cancer.
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El cancer puede ser definido como una serie
progresiva de eventos genéticos que ocurren en
un tnico clon de células debido a alteraciones en
genes especificos. Se ha demostrado que un gran
nimero de neoplasias hematoldgicas y de tumo-
res soélidos presentan anomalias cromosomicas
especificas que involucran preferencialmente un
numero restringido de cromosomas, regiones y
bandas'®. Varios grupos han sugerido que debe
existir una relacion causal entre estas alteracio-
nes y la existencia de zonas labiles en el genoma,
denominadas sitios fragiles (SF)”'°. Estos sitios
podrian predisponer a rupturas y reordenamientos
cromosomicos en las células somaticas llevando
a la activacion de oncogenes o a la inactivacion
de genes supresores de tumor, relacionandose de
este modo con la patogénesis del desarrollo
neoplasico.

Los SF pueden definirse como puntos de rup-
tura cromosémica preferenciales que podrian es-
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tar involucrados en la formaciéon de reordena-
mientos cromosomicos de novo. Algunos SF se
expresan espontaneamente en condiciones nor-
males de cultivo y otros necesitan cultivos alta-
mente especificos. La apariencia citolégica es
muy variable, se visualizan como gaps o disconti-
nuidades en cromatides y cromosomas. Usual-
mente en buenos preparados estas disconti-
nuidades tienen a lo largo una cadena visible de
material. En algunas metafases, el cromosoma se
rompe en el SF dando lugar a cromosomas
delecionados, fragmentos acéntricos o figuras
trirradiales': 2. En la actualidad se conoce la na-
turaleza molecular de 5 SF: FRAXA, FRAXF, y
FRA16A. Estos sitios consisten en secuencias de
ADN heredables e inestables y constan de un
numero variable de copias repetidas de p (CCG)_,
adyacente a una isla de CpG que puede ser
hipermetilada'.

Clasificacion

Los SF se dividen en 2 clases principales: ra-
ros (r-fra) o comunes (c-fra), segin sus frecuen-
cias de expresion en el hombre!: -5, Ambas cla-
ses pueden dividirse en varios grupos de acuer-
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TABLA 1.— Clasificacion de los sitios fragiles

Sitios fragiles Grupo N¢ de SF
Raros Sensibles al folato 18
Inducibles por distamicina A 5
Que requieren BUDR 2
No clasificados 1
Subtotal 26
Comunes Inducibles por afidicolina 75
Inducibles por 5-azacitidina 4
Inducibles por BUDR 7
No clasificados 1
Subtotal 87
Total 113

Basado en Sutherland y Ledbetter (1989)'6.

do a las condiciones de cultivo empleadas para
la induccién'" 2 %1% (Tabla 1). Los SF raros se
detectan en pocos individuos en un alto porcen-
taje de sus células y se heredan en forma
mendeliana simple; en tanto que los comunes
estan presentes en baja frecuencia en todos los
individuos de la poblacion y pueden ser causa-
dos por factores ambientales'?- '8,

Esta clasificacion no tiene en cuenta el hecho
de que algunos SF raros son polimorfismos de
frecuencia intermedia'® %, tal como el fra 16g22
presente en 1/20 individuos de la poblacion ale-
mana?' y el fra 10g25 que se expresa en 1/40
australianos?2. También se encontraron algunos
SF comunes como los SF: 2q31, 3p14, 6926,
7932, 16023 y Xp22 que se expresan con mayor
frecuencia que otros c-fra'. Estos hallazgos su-
gieren que ciertos SF muestran un amplio rango
de frecuencias variando desde muy raro a muy
comun’®.

Mecanismos de induccion

Los SF raros sensibles al folato se inducen
mediante 4 mecanismos diferentes: 1) en condi-
ciones de stress de timidilato, empleando un me-
dio de cultivo deficiente en acido félico y timidina;
2) con inhibidores del metabolismo del folato
como metotrexato, aminopterina o trimetopterina;
3) con inhibidores de la timidilato sintetasa como
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fluorodeoxiuracilo (FUDR), fluorodeoxicitidina
(FCDR) o trifluorotimidina (F,Thy); 4) con altas
concentraciones de timidina'?.

El metotrexato, aminopterina y trimetopterina
son inhibidores de la dihidrofolato reductasa mien-
tras que el FUDR, FCDR y F Thy inhiben la
timidilato sintetasa (TS), produciendo una inhibi-
cion de la transformacion de dUMP a dTMP. Al-
tos niveles de timidina llevan a un aumento de la
timidina trifosfato (dTTP) que inhibe la ribonu-
cledtido reductasa encargada de la conversion de
citidina difosfato en deoxicitidina trifosfato (dCTP).
Por lo tanto, los SF sensibles al folato se expre-
san si hay bajos niveles de dCTP o dTTP duran-
te la sintesis del ADN, por lo cual se sugirid que
estos SF consiste en una secuencia de polipurina/
polipirimidina susceptible de ser amplificada.

Los SF raros inducibles por distamicina A,
Netropsina o Hoescht se manifiestan debido a que
los inductores se unen externamente a zonas del
ADN ricas en A-T, produciendo cambios confor-
macionales que bloquean la actividad de enzimas
dependientes del ADN como ADN y ARN polime-
rasas, endonucleasas de restriccion o DNAsas.

Los SF raros que requieren BUDR se expre-
san porque este analogo estructural de la timidina
es incorporado al ADN en su lugar y produce erro-
res de apareamiento durante la replicacion,
despiralizacion y rupturas cromosoémicas'.

Entre los inductores de la mayoria de los SF
comunes, la afidicolina actua inhibiendo la ADN
polimerasa o y produce una inhibicion parcial de
la replicacién del ADN en zonas especificas, ta-
les como los SF'"?3, La cafeina, otro agente em-
pleado para estudiar c-fra, potencia la induccién
producida por FUDR o metotrexato. Actua
inhibiendo la reparacion del ADN después de la
replicacion®. Los mecanismos de induccion de la
5-azacitidina y 5-azadeoxicitidina se basan en que
son anélogos de la citosina y son incorporados
en su lugar al ADN durante la replicacién?27,

Hemos demostrado que los mecanismos im-
plicados en la induccion de los distintos grupos
de SF estan relacionados al encontrar que FUDR
y BUDR comparten la induccion de los SF 4q31,
5q15, 6p22, 7p13, 13921 y 14q24?°. También he-
mos establecido que agentes quimicos Y fisicos
pueden potenciar la induccion de SF. Se obser-
v6 un aumento significativo en el nimero de SF
inducidos con rayos X o con una combinacion de
FUDR y rayos X, respecto de los cultivos contro-
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les no irradiados, sugiriendo que los SF pueden
ser inducidos por factores ambientales?, tal como
se propuso previamente!'’.

Rol biolégico de los SF

El unico SF con significancia clinica estableci-
da es el SF raro FRAXA, localizado en la banda
Xg27.3 comunmente denominado como X-fragil.
Este SF esta asociado con la forma familiar mas
comun de retardo mental con problemas de com-
portamiento y anormalidades fenotipicas caracte-
risticas, conocida como sindrome del X-fragil'!: 3%
31 Aun no se conoce el rol de los restantes SF.
Se ha sugerido que posiblemente estan relacio-
nados con la oncogénesis' 7% el origen de
rearreglos constitucionales®: 3 y |a evolucion
cromosdémica de las especies®*?7.

Diversos autores encontraron una alta coinci-
dencia entre la localizacion cromosdémica de mu-
chos SF, raros y comunes, con los puntos de rup-
tura de reordenamientos cromosomicos especifi-
cos de neoplasias hematolégicas y tumores soli-
dos® 7. 8. 38.39 |ncluso se demostro estadistica-
mente que la mayoria de las bandas que contie-
nen SF estan involucradas en alteraciones estruc-
turales especificas de enfermedades malignas® **
“2_Por su parte, Yunis establecié que la ubicacion
de SF coincide con alteraciones cromosomicas
asociadas a cancer y con sitios donde mapean
varios oncogenes** (Tabla 2).

Recientemente se ha identificado un antion-
cogen, denominado FHIT, localizado en uno de
los SF mas comunes, el FRA3B (3p14.2). Este
gen se pierde parcial o completamente en varios
tumores tales como colon, mama y pulmon. Este
hallazgo seria la primer evidencia de que un gen
supresor de tumor puede ser facilmente alterado
debido a su localizaciéon en un SF®.

A fin de analizar el posible rol de los SF en el
proceso carcinogénico, en nuestro laboratorio
hemos estudiado la expresion de estas zonas en
individuos sanos, en pacientes con neoplasias ad-
quiridas y con sindromes de inestabilidad cromo-
soémica, los cuales tienen una alta predisposicion
a desarrollar cancer.

En pacientes con desérdenes linfoproliferativos
hemos encontrado 6 SF nuevos, localizados en
1p11, 2923, 4933, 14922, 15924, 19p12, los cua-
les no se observaron en los individuos controles.

TABLA 2.— Asociacion entre SF, oncogenes,
alteraciones cromosomicas y neoplasias

SF Oncogen Anom. cromos Neoplasia

1p36  fgr del 1p31-36 Neuroblastoma
t(1; 3) SMD, LNLA
t(1; 17) LNLA
1p32 Lmyc t(1; 11) LLA
1g21 ski t(1; 19) LLA pre B
t(1; 14) Linfoma de Hodgkin
822 mos t(8; 21) LNLA
8924 myc t(8; 14) Linfoma de Burkitt
9934  abl 1(9; 22) LMC
11q13  bel 1 t(11; 14) Linf. a cel. peq.
11g23 ets 1 t(9; 11) LMoA
t(11; 11) LLA
14g24 fos t(6; 14) Carcinoma ovarico
17921 erb A1 t(1; 17) LNLA
neu t(3; 17) SMP
18g21 bcl 2  t(14; 18) Linfoma Folicular

SMD: Sindrome mielodisplasico; LNLA: Leucemia no
linfoblastica aguda; LLA: Leucemia linfocitica aguda;
LMoA: Leucemia mielomonocitica aguda; SMP:
sindrome mieloproliferativo.

Tres de estos SF coinciden con los puntos de
ruptura implicados en anomalias cromosomicas
estructurales asociadas a esta patologia, sugirien-
do que los sitios nuevos pueden ser zonas criti-
cas relacionadas con el desarrollo de desordenes
linfoproliferativos*s. Por otro lado, en neoplasias
mieloides (datos no publicados) hemos identifica-
do 2SF: 5q15 y 12q24, propios de pacientes con
sindromes mielodisplasicos (SMD) y 11 SF espe-
cificos de LMA, ausentes en los controles. La ma-
yoria de estos sitios corresponden a SF confir-
mados por el HGM 114¢ y coinciden con puntos
de ruptura implicados en rearreglos especificos
de SMD y LMAS® “7, sugiriendo que la expresion
de ciertos SF podrian originar las alteraciones
estructurales asociadas a estas neoplasias.

En el estudio de SF en pacientes con sindro-
mes de inestabilidad cromosomica hemos indu-
cido la expresién de 59 SF comunes en una fa-
milia con sindrome de Bloom, encontrando que
la frecuencia de expresion del fra 5q31 estaba
significativamente elevada respecto de los indivi-
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TABLA 3.— Pacientes neopldsicos con anomalias cromosomicas y sitios fragiles
en el tejido normal

Neoplasia (N? Pac.) Anomalia cromosoémica SF Referencia
en tej. tumoral

Linf. a cél. peq.(2) t(11; 14) (q13; q32) 11913 :
Linf. maligno(1) t(12; 14) (q13; q32) 12q13 !
Mielofibrosis y MM(1) del (11) (q13-q21) 11q13 49
LMoA-M, (17) t, inv o del crom 16 16q22 117,80
Sarcoma de Ewing(1) t(11; 22) (g23; q11) 11q23.3 51
Neuroblastoma(1) del (1) (p32) 1p32 o2
LNLA M,(2) (7; 11) (p13; p15) 11p15.1 59
LNLA-M.(1) t(8; 21) 8q22 =
LLA(1) dup (1) (q21—-q44) 1q44 5

MM: metaplasia mieloide; LMoA-M,: leucemia mielomonocitica aguda, tipo M,; LNLA:
leucemia no linfoblastica aguda; Linf. folic. cél. peq.: linfoma folicular de celulas
pequenas; LLA: leucemia linfoblastica aguda.

duos sanos (p < 0,005). Este hallazgo resulto
bastante significativo ya que uno de los pacien-
tes desarrollé un SMD que evoluciond a una
leucemia aguda. Ademas, se ha propuesto que
la rotura en la banda 5q31 parece ser el
reordenamiento especifico en SMD y LMA y que
varios genes importantes en la hematopoyesis
mapean en la region 5q22-q34, sugiriendo que el
dano a uno o mas de estos genes podria contri-
buir al desarrollo de estos desérdenes*®. Por otra
parte, en pacientes con anemia de Fanconi (da-
tos no publicados) hemos encontrado 7 SF espe-
cificos, ausentes en los controles y hemos esta-
blecido que el 75% de estos sitios coincidian con
puntos de ruptura asociados a LMA, patologia a
la que mas frecuentemente evolucionan los pa-
cientes con AF, explicando de este modo la alta
incidencia de leucemia.

Por otro lado, se describieron varios pacien-
tes con cancer portadores de anomalias cromoso-
micas especificas en el tejido neoplasico, en los
cuales se evalud la expresion de SF en sangre
periférica, identificando SF en bandas coinciden-
tes con los puntos de ruptura de dichas alteracio-
nes (Tabla 3). La asociacion méas frecuentemen-
te observada es con el fra 16q22 en LMoA-M,.
Ademas, se ha encontrado que las frecuencias
de expresion de los SF inducidos en pacientes
con leucemias y linfomas®-*® y tumores sélidos
como cancer de mama, melanomas cutaneos y

neuroblastoma®®%? estaban incrementadas respec-
to de los individuos normales.

A modo de conclusion se puede decir que has-
ta ahora no se ha establecido con exactitud el rol
de los SF en el origen del cancer. Se considera
que los SF iniciarian los primeros eventos de la
carcinogénesis y que la secuencia de eventos
podria ser: transmision de un SF, ruptura en el
SF, reordenamiento cromosémico, activacion de
un oncogen o perdida de un antioncogen, llevan-
do hacia la transformacion maligna.
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Summary

Fragile sites and cancer

Structural and numerical chromosomal abnor-
malities are frequent findings in neoplastic cells.
The origin of structural rearrangements is probably
due to the existence of specific labile areas on
human chromosomes. These areas, named frag-
ile sites (FS), are prone to chromosomal breakage
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and rearrangements, playing an important role in
the first steps of carcinogenesis. The classification
of FS, the mechanisms involved in FS induction
and their biological significance, specially their
relationship with cancer development, are dis-
cussed.
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