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INTRODUCCION

Hace casi 20 años, Stehelin, Varmus, Bishop y

Vogt 1 descubrieron que el genoma de los pollos nor-

males contenía secuencias de DNA semejantes a la

de un gen del virus causante del sarcoma de Rous.

Este hallazgo marcó el comienzo de una nueva era

en el conocimiento de un grupo de genes (conocidos

más tarde como oncogenes) que participan, median-

te mecanismos muy diversos, en el establecimiento y

la progresión de los procesos tumorales.

En este artículo vamos a describir en primer lugar

qué son y cómo se descubrieron inicialmente los on-

cogenes,  y para ello haremos una breve mención del

mecanismo de transducción genética utilizado por

los retrovirus; nos referiremos después a los medios

de detección de los oncogenes en el laboratorio, y

para ello explicaremos en qué consiste la transforma-

ción celular, qué son las células transformadas y

cuáles son las características que diferencian a las

células transformadas de las células normales; a con-

tinuación hablaremos de los mecanismos de acción

de algunos oncogenes y explicaremos las interrela-

ciones  que existen entre tales mecanismos y los me-

canismos fisiológios  de transducción de señales, y fi-

nalmente nos referiremos al impacto que este cuerpo

de conocimiento representa en la práctica clínica
diaria.

DESCUBRIMIENTO DE LOS ONCOGENES

Consideraciones generales a propósito de los virus

como agentes implicados en la tumorigénesis

Peyton Rous describió, en la primera década de este

siglo, que a partir de extractos de células tumorales de
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pollos aquejados de sarcoma podía aislarse un agente

filtrable, capaz a su vez de causar tumores a los ani-

males sanos 2. El agente filtrable, conocido hoy como

virus del sarcoma de Rous, contiene un gen, que ha si-

do denominado src, que es necesario y suficiente para

la producción experimental de tumores.

El aislamiento del virus del sarcoma de Rous y de

otros virus causantes de tumores en otros animales

hizo pensar durante mucho tiempo que los procesos

tumorales podrían tener un origen infeccioso, y a los

genes de tales virus que, como src, son necesarios y

suficientes para generar nuevos tumores, se les dio el

nombre genérico de oncogenes.

Sin embargo, durante mucho tiempo, a pesar de

haberse aislado muchos agentes virales responsables

de la aparición de tumores en animales, tanto salva-

jes como domésticos, no fue posible aislar virus simi-

lares a partir de extractos celulares de tumores huma-

nos, por lo que se consideró que la aparición de

tumores causada por virus constituía un fenómeno

restringido al reino animal, del que el hombre estaba

a salvo. Ello, unido a la imposibilidad de detectar,

mediante microscopia electrónica, la presencia de

virus en las células tumorales, hizo que la investiga-

ción sobre la biología de los virus pasase a ocupar

un segundo plano dentro de la investigación médica.

Durante muchos años se han estudiado muchos

virus capaces de producir tumores en animales. Se

ha constatado que tales virus pueden contener DNA

o RNA como material genético, pero desde la pers-

pectiva que nos ocupa queremos hacer una matiza-

ción importante: Aquellos virus que poseen DNA co-

mo material genético -como el virus del polioma o

el virus de los monos llamado SV40- solamente

producen tumores cuando se inyectan experimental-

mente en animales recién nacidos o inmunológica-

mente deprimidos, y se comportan, sin excepción,

como agentes infecciosos benignos en animales

adultos. Por tanto, vamos a centrar por el momento

nuestra discusión en la familia vírica denominada

Retrovirus.
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Algunos retrovirus son portadores de oncogenes

Todos los virus oncogénicos pertenecen a la fami-
lia Retrovirus. Los retrovirus presentan rasgos biológi-
cos muy similares, lo que ha hecho pensar que todos
ellos podrían ser descendientes de un único antepa-
sado común. Se caracterizan por contener RNA co-
mo material genético, y se diferencian de todos los
demás virus debido a que su ciclo de vida lleva con-
sigo la conversión del RNA en DNA gracias a un en-
zima, la transcriptasa reversa, codificada por un gen
viral (denominado pol). Este DNA resultante de la ac-
ción de la transcriptasa reversa tiene como destino el
cromosoma de la célula a la que el virus parasita, en
donde se integrará mediante un mecanismo muy pre-
ciso, y permanecerá de forma estable indefinida-
mente, siendo «replicado pasivamente» como parte
integrante del cromosoma siempre que la célula in-
fectada se divida.

La biología de los retrovirus está extraordinaria-
mente adaptada a la perpetuación del genoma vírico.
Sin entrar en demasiados detalles podríamos decir
que todos los retrovirus oncogénicos conocidos, a
excepción del virus del sarcoma de RO U S, son virus
defectivos, es decir, no pueden replicarse en el inte-
rior celular debido a que han perdido genes esencia-
les para el proceso de replicación, y por ello, para
duplicar su material genético han de insertarse en el
DNA celular.

Se piensa actualmente que durante el transcurso
de la evolución estos virus han sido parásitos celula-
res que, en ocasiones, han «arrebatado» fragmentos
de DNA a las células parasitadas, manteniéndolos de
manera estable como parte de su propio genoma en
las sucesivas infecciones y, como contrapartida, han
perdido la región de su genoma original que les per-
mitía replicarse de manera independiente. A este me-
canismo de captación de material genético se le co-
noce como transducción.

Volviendo al comienzo de este artículo, tras aislar
al gen src del virus del sarcoma de RO U S, marcarle
con el isótopo radiactivo 32P y comparar su secuen-
cia, mediante experimentos de hibridación, con la
del DNA de células de pollo no infectadas, se obser-
vó que ambos DNAs hibridaban, o lo que es lo mis-
mo, una de las hebras del DNA de doble cadena del
gen src se emparejaba -formando una molécula hí-
brida- con una hebra del DNA de doble cadena del
pollo, lo que indicaba que entre ambos DNAs había
regiones con secuencias parecidas o idénticas.

Este resultado constituyó la base experimental para
la afirmación de que los oncogenes no eran más que
genes celulares, que por un mecanismo de transduc-
ción se habían incorporado al genoma vírico, y cuya
expresión se encontraba alterada debido al hecho de

estar bajo el control de un promotor muy activo, el
promotor vírico. Por otra parte, la participación de
los oncogenes en la tumorigénesis se basaría en el
hecho de que la activación, por cualquier mecanis-
mo (mutágeno, radiación, infección vírica, etc.), de
los protooncogenes celulares podría afectar a la ini-
ciación, mantenimiento y progresión de los tumores.

Conforme han ido aislándose más genes de dife-
rentes retrovirus oncogénicos, siempre ha sido posi-
ble encontrar su homólogo celular, y para diferenciar
a unos de otros comenzó a utilizarse la nomenclatura
v-onc para referirse al gen aislado del virus, con ca-
pacidad oncogénica, y c-onc, o proto-oncogén, para
referirse a su homólogo celular.

En este punto podríamos plantear varias preguntas:
¿Se han mantenido estables los genes celulares du-
rante el proceso de transducción o, por el contrario,
han sufrido modificaciones que pudieran ser respon-
sables de su actividad oncogénica? ¿Existen rasgos
comunes entre los genes que se han encontrado en
diferentes retrovirus? ¿Por qué han sido tales genes, y
no otros, los que los virus han arrebatado a los geno-
mas de las células?

Con respecto a la primera pregunta, podríamos de-
cir que actualmente, gracias a las técnicas de biolo-
gía molecular, ha sido posible el clonaje y secuen-
ciado de numerosos oncogenes virales y de sus
correspondientes celulares, y además en algunos ca-
sos se han podido estudiar las características funcio-
nales de las proteínas codificadas por ambos. Si bien
los datos de que se dispone no constituyen una prue-
ba definitiva de la identidad de ambos tipos, todos
los resultados apuntan al hecho de que, salvo ocasio-
nales diferencias que no afectan a la naturaleza de
la función que desempeñan (aunque sí puede hallar-
se afectada su magnitud), los oncogenes aislados a
partir de los virus son prácticamente idénticos a sus
equivalentes celulares.

Por lo que se refiere a la existencia de rasgos co-
munes entre los oncogenes virales, cabe decir que no
existen homologías llamativas entre las secuencias de
la mayoría de ellos; pero, sin embargo, si nos fijamos
en la naturaleza de las proteínas que estos genes co-
difican, observamos semejanzas dignas de mención.
La más notable, sin duda, es la capacidad que tienen
muchas de estas proteínas oncogénicas para fosfori-
lar a otras, por lo que pueden clasificarse dentro del
grupo de las proteín-kinasas,  y más específicamente
muchas de ellas fosforilan a sus sustratos en el ami-
noácido tirosina. Aunque la fosforilación en tirosina
era un fenómeno conocido con anterioridad al des-
cubrimiento de las proteínas oncogénicas, el porcen-
taje de fosforilación de tirosina con relación a la fos-
forilación de serina o treonina era absolutamente
insignificante. Mientras que en las proteínas oncogé-
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nicas prácticamente la norma es la fosforilación en ti-
rosina. Esta aparente especificidad de fosforilación es
un fenómeno cuyo significado biológico descono-
cemos.

El otro rasgo común a los oncogenes es el haberse
conservado extraordinariamente a lo largo de la evo-
lución. Para prácticamente la totalidad de los onco-
genes aislados a partir de retrovirus ha sido posible
encontrar el correspondiente c-onc en todas las espe-
cies de vertebrados investigadas y en algunos inverte-
brados. Esta extraordinaria conservación habla en
pro de que las proteínas codificadas por los oncoge-
nes han de llevar a cabo funciones esenciales para
las células.

Con relación a la tercera pregunta que nos
planteábamos, es difícil decidir el porqué de los pro-
cesos evolutivos. Podríamos aventurar que quizá los
genes celulares que han permanecido estables en el
genoma vírico son una subpoblación de todos los ge-
nes que han podido ser transducidos a través de la
evolución. El hecho de haber permanecido podría
deberse a que su presencia confiere ventajas selecti-
vas para las células infectadas, pero podríamos pen-
sar en otras explicaciones igualmente plausibles.

COMO PUEDE DETECTARSE LA PRESENCIA DE

ONCOGENES

El ensayo clásico para detectar la presencia de onco-
genes en el DNA aislado de células tumorales se basa
en la aparición del fenotipo transformado en células
transfectadas con el DNA problema. Dicho de otra for-
ma, cuando se introduce el DNA sospechoso de conte-
ner un oncogén en células en cultivo, si hubiera en di-
cho DNA un gen con capacidad oncogénica,  dichas
células experimentarían ciertos cambios morfológicos y
bioquímicos, fácilmente observables, que en conjunto
conocemos como fenotipo transformado.

Para la realización de este tipo de ensayo se ha
empleado habitualmente un tipo celular determina-
do, las llamadas células NIH3T3,  que son células
clonales de ratón, de estirpe conjuntiva, capaces de
dividirse en cultivo durante un número ilimitado de
generaciones, pero que por otra parte presentan las
mismas características que las células normales, es
decir, en cultivo forman monocapas de células pla-
nas, presentan inhibición por contacto (esto es, cuan-
do las células han ocupado toda la superficie de la
placa de cultivo su crecimiento se detiene y perma-
necen viables, pero sin dividirse, en un estado
«quiescente»)  y son absolutamente dependientes de
los factores de crecimiento presentes en el suero.

Estas características morfológicas diferencian a las
células normales de las llamadas células transforma-

das, quienes, además de dividirse indefinidamente,
crecen en cultivo desordenadamente, formando ca-
pas superpuestas, han perdido los mecanismos res-
ponsables de la inhibición por contacto y su creci-
miento es independiente de la presencia de factores
de crecimiento. Este crecimiento acelerado se carac-
teriza también por un consumo muy rápido de gluco-
sa, lo que se traduce en aparición de ácido láctico y
la consiguiente acidificación del medio de cultivo,
que es fácilmente observable, ya que el indicador de
pH habitualmente presente en los medios de cultivo
vira a amarillo con los descensos de pH.

Pues bien, cuando transfectamos  (se denomina así
al procedimiento que se utiliza para introducir D N A
exógeno en células eucarióticas superiores) las célu-
las NIH3T3  con DNA procedente de tejido tumoral,
si en ese DNA está presente un oncogén, las células
que hayan captado el fragmento de DNA que contie-
ne al oncogén formarán un «foco de transforma-
ción», fácilmente diferenciable del resto de las célu-
las, que permanecerán en forma de monocapa. A las
células que componen tal foco se las conoce como
«transfectados primarios».

Es posible aislar el DNA de los transfectados pri-
marios y repetir el proceso de transfección con una
nueva monocapa de NIH3T3.  Y de nuevo, al cabo de
un cierto tiempo, aparecerá un nuevo foco de trans-
formación, cuyas células integrantes reciben el nom-
bre de «transfectados secundarios». El proceso puede
repetirse varias veces para comprobar que la apari-
ción del foco de transformación está asociada, me-
diante relación causa-efecto, a la presencia del DNA
exógeno.

Si quisiéramos aislar el oncogén a partir de esas
células transformadas, no tendríamos más que aislar
su DNA y construir una genoteca  genómica, es decir,
deberíamos fragmentar el DNA en pedazos de un ta-
maño manejable, lo que se lleva a cabo con la ayuda
de los enzimas de restricción, y ligar cada fragmento
a un vector de clonaje adecuado. A continuación de-
beríamos generar una gran cantidad de cada uno de
esos vectores, que contienen a los fragmentos del
DNA, lo que se conoce como «clonaje».  Finalmente,
deberíamos ensayar la capacidad transformante de
cada uno de esos vectores mediante el ensayo de
transformación de las células NIH3T3,  que describía-
mos al principio de esta sección. Aquel o aquellos
vectores capaces de transformar las células NIH3T3
serán los que contengan al oncogén.

Podemos seguir acortando aún más el tamaño de
los fragmentos con capacidad transformante, me-
diante el mismo procedimiento de fragmentación y
clonaje, hasta conseguir disponer de fragmentos de 1
a 3 kb, con los que se puede iniciar el proceso de se-
cuenciación. El proceso que acabamos de describir,
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que aparece representado en la figura 1, se utilizó
con éxito en el aislamiento, en 1982, del primer on-
cogén procedente de un tumor humano 3.

Aunque de forma convencional se sigue utilizando
la transfección de las células NIH3T3 para detectar la
capacidad transformante de una determinada se-
cuencia de DNA, es indispensable señalar que las
células NIH3T3 no constituyen un ejemplo fidedigno
de lo que pudiéramos llamar células normales. Por
una parte, son inmortales (es decir, permanecen en
cultivo indefinidamente, siempre que se mantengan
las condiciones adecuadas de nutrientes y suero, y
además poseen una dotación cromosómica mayor
que los fibroblastos de ratón, de quien derivan. (La
dotación cromosómica del ratón es de 40 cromoso-
mas, y estas células poseen 65). Ambos rasgos las ha-
cen semejantes a las células transformadas.

Con estos datos queremos llamar la atención sobre
el hecho de que las conclusiones que se deriven de
la utilización del modelo de las células NIH3T3  no
podrán nunca ser tomadas como el fiel reflejo de lo
que suceda in vivo  cuando un protooncogén se acti-
ve y desarrolle capacidad transformante.

COMO DETECTAR GENES CON CAPACIDAD
TRANSFORMANTE

peso molecular del tejido
tumoral (o de células
transformadas).

Obtención de DNA de alto

@iI

Fragmentación del DNA:
pasarlo a través de una
jeringa o punta de pipeta.
Peso molecular = 50 kb

Precipitación del DNA
con fosfato cálcico y
transfección.

Aparición de focos de
transformación. /

$&J”F/;~;!

Obtener DNA de las células
transformadas y repetir el
ciclo.

TUMOR 1

Obtener DNA de las
células del tumor y repetir

1
Células NlH3T3
creciendo en
monocapa.

Fig. 1.

Como complemento del ensayo de la capacidad
para transformar las células NIH3T3 se utiliza con
frecuencia otro experimento basado en la capacidad
de la presunta secuencia ontogénica para desarrollar
tumores en animales. Para ello se inyecta un número
elevado (generalmente más de 106) de células
NIH3T3, transfectados primarios o secundarios del
fragmento de DNA sospechoso de portar un oncogén
en ratones inmunológicamente deprimidos genética-
mente («nude mice»),  y se observa la aparición de tu-
mores en un plazo de tiempo de una a dos semanas.
La aparición de tumores es un dato adicional a favor
de la capacidad oncogénica de la citada secuencia.
Obviamente este modelo experimental tampoco ca-
rece de limitaciones, pero nos indica la implicación,
directa o indirecta, de una secuencia génica en la
proliferación celular.

Quisiéramos añadir un dato final aclaratorio: las
bases moleculares Íntimas de la transformación celu-
lar, tal y como acabamos de explicar, son, por el mo-
mento, desconocidas. Sabemos que la introducción
de determinadas secuencias de DNA, ya sea proce-
dentes de células tumorales o de virus oncogénicos,
es responsable de la aparición de tumores en anima-
les, y de la aparición de lo que hemos llamado feno-
tipo transformado en células en cultivo. Sin embargo,
no es posible adoptar estas afirmaciones con carácter
general. Es un hecho comprobado que la inmortali-
zación celular, primer escalón del proceso de trans-
formación maligna, depende específicamente del ti-
po celular, y hay numerosos ejemplos de oncogenes
virales capaces de transformar tipos celulares concre-
tos, y no otros, aun en la misma especie. Así, por
ejemplo, los oncogenes v-rel y v-abl  son capaces de
transformar los linfocitos de pollo y rata, respectiva-
mente, pero ninguno es capaz de transformar fibro-
blastos de rata ni humanos.

Hemos visto hasta el momento que algunos genes
presentes en determinados retrovirus son capaces de
producir tumores en especies animales determinadas
y que, de la misma manera, cuando estos genes se
introducen en el interior de las células NIH3T3 indu-
cen la aparición de focos de transformación. Hemos
dicho, por otra parte, que no se han aislado retrovi-
rus portadores de oncogenes a partir de células tu-
morales humanas y, por tanto, podríamos preguntar-
nos cuáles son los mecanismos patogénicos capaces
de explicar las modificaciones que han de sufrir los
protooncogenes para convertirse en activos, o sea,
capaces de producir focos de transformación en las
células NIH3T3.  También podríamos preguntarnos si
la presencia de estos protooncogenes activos es la
causa de la aparición del tumor o, por el contrario,
es una consecuencia del proceso de malignización.
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Algunos oncogenes que aparecen en tumores humanos

Nombre Procedencia Mecanismo bioquímico

ab1 Retrovirus causante de Proteín  tirosín-kinasa.

Función en la célula

Desconocida.

leucemia en ratones (Abel-

son).

erbA Retrovirus causante de

eritroblastosis en pollos.

erbB Retrovirus causante de Proteínas transmembrana

eritroblastosis en pollos. con actividad tirosín-kinasa.

fos Retrovirus Finkel-Biskis-

Jinkis, causante de osteosar-

comas en el ratón.

myc Retrovirus M29, causante de

mielocitomatosis en pollos.

ras Retrovirus  Harvey y Kirsten

ras, causantes de sarcoma en

ratas.

sis Retrovirus Parodi-lrgens

FeSV.

Factor de transcripción

de los genes sensibles a

hormonas tiroideas.

Factor de transcripción.

Factor de transcripción.

Proteína fijadora de

nucleótidos  de guanina. Par-

ticipa en la transducción de

seriales

Factor de crecimiento.

Mutante homólogo al recep-

tor de hormonas tiroideas-

Mutante homólogo al recep-

tor del factor de crecimiento

epitelial (EGF-R).

Desconocida.

Desconocida

Desconocida

Homólogo a la cadena B del

factor de crecrecimiento

derivado de plaquetas

(PDGF).

s rc  Retrovirus causante de sar-

comas en pollos (Peyton

Rous).

Proteína asociada a la

membrana. Posee actividad

tirosín-kinasa.

Desconocida.

MECANISMO DE ACCION DE LOS ONCOGENES

Aunque en muchos casos desconocemos la fun-
ción biológica de los productos de los protooncoge-

nes, es decir, el papel que desempeñan en la fisio-

logía celular, parece cada día más claro que estas

proteínas participan directa o indirectamente en los

circuitos bioquímicos que gobiernan la proliferación

celular de los vertebrados. Podemos considerar la

proliferación celular como el conjunto de reacciones

que tienen lugar desde que la membrana de una cé-

lula es estimulada por una señal (mitógeno, factor de

crecimiento, etc.) hasta que esta señal se transmite al

núcleo e insta a la célula a dividirse.

A pesar de que el número de oncogenes virales y

sus correspondientes protooncogenes descritos hasta

la fecha es casi un centenar, parece ser, por el mo-

mento, que todos ellos actúan mediante tres meca-

nismos básicos que vamos a describir a continua-

ción.

1, El primero de ellos es la fosforilación  de proteí-

nas, que acontece, como hemos dicho anteriormen-

te, en los aminoácidos serina,  treonina y especial-

mente tirosina. Los productos protooncogénicos que

utilizan este mecanismo se agrupan convencional-

mente en tres familias, dependiendo de su localiza-

ción en la célula. Distinguimos así a las proteín  tiro-

sín kinasas asociadas a receptor, familia de recepto-

res transmembrana a la que pertenecen, entre otros,

el proto-oncogén erbB-1, que codifica el receptor del

factor de crecimiento epitelial (EGF); el protoonco-

gén fms,  que codifica el receptor del factor de creci-

miento de colonias de macrófagos (M-CSF), y el pro-

tooncogén kit, que codifica el receptor del factor de

crecimiento de las células primordiales (Stem Cell

Factor, o SCF). También suele incluirse en esta fami-

lia el protooncogén sis, que codifica la cadena B del

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

Todos ellos son capaces de fosforilar en tirosina a

determinadas proteínas citoplásmicas, a las que

atraen a la membrana, poniéndolas en contacto con

sus sustratos o modificando su actividad. Cabe citar

entre ellas a la enzima fosfatidil inositol 3-kinasa

(Ptdl-3 kinasa), que genera un fosfolípido poco co-

mún, el fosfatidil inositol 3-fosfato  (Ptdl-3-P), cuya

función se desconoce por entero. Además, esta prote-

ína parece ser responsable de la reorganización de los

filamentos de actina,  rasgo fenotípico que presentan

las células estimuladas por factores de crecimiento y

las células transformadas, y que puede ser, al menos

en parte, responsable del redondeamiento que acom-

paña a la división celular y a la transformación 4.
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La segunda familia de las proteínas con actividad
tirosín-kinasas está constituida por proteínas que no

se asocian a ningún receptor. Físicamente se encuen-

tran en la cara interna de la membrana plasmática, a

la que en muchos casos se encuentran ancladas me-

diante lípidos o mediante otras proteínas. El prototipo

de esta familia es la proteína del proto-oncogén src,

que posee actividad tirosín-kinasa, aunque descono-

cemos por entero la naturaleza de sus sustratos.

Otros miembros de esta familia son los productos

los genes atk 5, blk 6, c-fgr 7, c-fyn 8, hck 9, Ick 10, lyn 11

y c-yes  12. Mientras algunos de ellos se expresan en

una gran variedad de tipos celulares, otros se expre-

san exclusivamente en células de estirpe hematopo-

yética y podrían estar implicados en la transducción

de señales responsables de la diferenciación de una

línea determinada.

La tercera familia de proteín-kinasas la constituyen

proteínas capaces de fosforilar a otras en los amino-

ácidos serina y treonina (serín-treonín-kinasas). Estas

proteín-kinasas se encuentran en el citoplasma, sin

asociarse con la membrana. Los miembros más estu-

diados son los productos de los protooncogenes c-

mos y c-raf. La proteína codificada por mos parece

ser necesaria en el proceso de maduración de los

oocitos  que conduce a la meiosis 13,  y la proteína co-

dificada por c-raf parece capaz de fosforilar factores

de transcripción 14

Actualmente se especula con la posibilidad de que

cuando estas proteínas experimentan mutaciones, o

se expresan de forma aberrante, adquieren capacidad

transformante, ocasionando la fosforilación desorde-

nada de sus sustratos y alterando el equilibrio de los

circuitos bioquímicos de regulación celular.

2. El segundo mecanismo utilizado por algunos

productos protooncogénicos es la transducciõn de

señales mediada por proteínas G. Estas proteínas re-

ciben su nombre debido a que fijan nucleótidos de

guanina, y existen en dos estados funcionales inter-

convertibles: la forma activa, cuando el nucleótido

de guanina fijado a la molécula es el CTP, y la forma

inactiva, cuando lo es el GDP. El mecanismo de fija-

ción de nucleótidos de guanina se presenta esquemá-

ticamente en la figura 2.

El representante más conocido de este grupo es,

sin duda, la familia de proteínas codificadas por los

proto-oncogenes c-ras. Estas proteínas, conocidas co-

mo p21ras debido a que su peso molecular es de

21.000 daltons, se encuentran ancladas a la cara in-

terna de la membrana plasmática mediante un resi-

duo farnesilo, y aunque su función biológica sigue

siendo un misterio, recientemente se han identificado

algunas proteínas que podrían participar en su regu-

lación. Una de ellas es la proteína GAP (GTPase

Activating Protein), que parece ser un regulador ne-
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GTP CDP

p21’=
(INACTIVA)

p2 1 ras
(ACTIVA)

Fig.  2.-Ciclo de hidrólisis de CTP de la proteína p2 l->: la hidróli-

sis del  GTP fijado a la proteína inactiva a ésta. La proteína GAP

(que no aparece en la figura) promueve dicha hidrólisis, y por ello

se dice que CAP es un regulador negativo de la actividad de

~21”‘. El intercambio de GDP por CTP activa a ~27”‘.  La entrada

de CTP está promovida por una proteína intercambiadora  de nu-

cleótidos de guanina (que tampoco aparece en la figura). Se han

identificado proteínas homólogas a GAP ya la proteína intercam-

biadora de nucleótidos de guanina en diversos organismos (leva-

duras, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans), lo que

indica que el mecanismo de activación-Inactivación se ha conser-

vado a lo largo de la evolución.

gativo de la actividad de p21ras facilitando la hidróli-

sis GTP -> GDP.
Recientemente se ha observado la existencia de

homología significativa entre la secuencia del gen
que codifica GAP y el gen responsable de la neurofi-

bromatosis de von Recklinghausen (NF-1) 15, lo que

quizás ayude a aclarar el papel que desempeñan los
genes ras en la biología celular de los vertebrados.

Se han descrito casos de mutaciones activadoras de

proteínas fijadoras de nucleótidos de guanina respon-
sables de la transformación celular: la presencia de

mutaciones en la subunidad alfa de la proteína G acti-

vadora (Gs) de la adenil ciclasa se encuentra asociada
a tumores hipofisarios humanos 16,17. Las mutaciones

de la proteína ocurren en la región responsable de la

fijación de GTP. De este modo el nucleótido perma-
nece unido más tiempo a la proteína y la tasa de AMP
cíclico es mayor. Contrariamente a lo que ocurre en

la mayoría de los tejidos, el AMP cíclico se comporta
como estimulante del crecimiento en el tejido hipofi-
sario secretor de hormonas.
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3. El tercer mecanismo utilizado por los protoon-
cogenes es el control de la tasa de transcripción. Los

genes que constituyen esta familia codifican proteí-

nas que se fijan específicamente a ciertas secuencias

del DNA, afectando a la velocidad con que se trans-

criben otros genes.

GENES SUPRESORES DE TUMORES

El análisis de los mecanismos de acción de los on-

cogenes nos ha conducido a las siguientes conclusio-

nes:

Aunque las formas activadas de estos protooncoge-
nes no se detectan con frecuencia en tumores huma-

nos, este grupo posee un interés especial, ya que los

genes cuya transcripción regulan podrían ser los res-

ponsables últimos del proceso de tumorigénesis, o

quizás los responsables de la aparición de los proce-

sos epigenéticos acompañantes de la malignidad.

1. Existen casos en los que la alteración de un on-

cogén  supone la ganancia de una función para la

célula. Tal es el caso de la sobreexpresión, situación

en la cual el aumento en la expresión de una proteí-

na es capaz de alterar los procesos de multiplicación

celular.

Los miembros más interesantes, por el momento,

son el protooncogén erbA, los protooncogenes fos y

jun y los protooncogenes de la familia myc.

El protooncogén erbA codifica el receptor de las hor-
monas tiroideas. La proteína del oncogén v-erbA  ha

perdido la capacidad de fijar hormonas, pero conserva

la capacidad de fijación al DNA. La proteína activada

se comporta como dominante negativo con relación a

su progenitor c-erbA.  El mecanismo de tumorigénesis

podría explicarse si pensamos que el protooncogén

erbA  estimula la transcripción de genes que suprimen

la transformación. v-erbA  se fijaría al DNA compitien-

do con c-erbA,  pero no activaría la transcripción. Por

ello, los genes supresores de transformación que están

habitualmente estimulados por c-erbA  estarían silentes

y, consecuentemente, la transformación se desinhibe.

2. En otras ocasiones, sin embargo, no se requiere

sobreexpresión, sino que una mutación puntual o

una deleción pueden significar la pérdida de una

función inhibidora, lo que puede conducir a la acti-

vación constitutiva de una proteína que induzca a las

células a proliferar. Tal es, por ejemplo, el caso de

los oncogenes ras.

3. Una tercera situación es la pérdida o mutación

de genes que codifican proteínas que constituyen se-

ñales negativas para la proliferación celular. A tales

genes, que pueden impedir la proliferación celular

mediante la inhibición de la expresión de un proto-

oncogén, se les suele denominar «anti-oncogenes»,

«oncogenes recesivos» o «genes supresores de tu-

mores». Trataremos a continuación de los más rele-

vantes.

Los productos de los protooncogenes c-fos y c-jun

se asocian in vivo para formar un heterodímero, que

forma parte del factor de transcripción AP-1 (comple-

jo constituido por diversas proteínas). Este factor se

fija a un secuencia específica, que se encuentra en

los promotores de muchos genes eucarióticos antes

del sitio de iniciación de la transcripción, y que se

conoce también como sitio AP-1. La proteína c-fos

no forma homodímeros estables, pero c-jun puede

formar homodímeros y heterodímeros con fos y con

otros miembros de la familia jun, como junB o Fral.

Aunque desconocemos el mecanismo de acción, es

probable que la actividad biológica esté basada en el

equilibrio entre los distintos miembros y que el pre-

dominio de cualquiera de ellos sea suficiente para al-

terar la actividad reguladora.

El gen del retinoblastoma

Los rasgos esenciales de la patogenia del retino-

blastoma familiar podrían resumirse en que el pa-

ciente ha heredado un alelo mutado, con pérdida de

función, y posteriormente ha tenido lugar algún pro-

ceso autosómico  que ha inactivado también al alelo

normal. Por el contrario, la forma no heredada (es-

pontánea) del tumor implica la existencia  de dos mu-

taciones autosómicas  sucesivas, habiendo tenido que

ocurrir la segunda de ellas a los descendientes de la

célula en que tuvo lugar la primera.

El oncogén v-myc se aisló del virus MC29, respon-

sable de la aparición de mielocitomatosis en pollos18,

y posteriormente se identificó el protooncogén ho-

mólogo celular. Además se han identificado otros ge-

nes pertenecientes a esta familia en tumores huma-

nos: por ejemplo, N-myc se encuentra sobreexpresado

en neuroblastomas, y L-myc se asocia al carcinoma

pulmonar. Sin embargo, el mecanismo de acción de

las proteínas codificadas por estos genes no se cono-

ce en el momento actual.

La lesión genética del caso del retinoblastoma con-

siste en una pérdida de una región del brazo corto

del cromosoma 13 (13pl4.1), y en los casos del reti-

noblastoma espontáneo se ha podido detectar la pér-

dida de la heterocigosidad para diversos marcadores

del cromosoma 13, posiblemente debida a no-dis-

yunción cromosómica, recombinación mitótica o

conversión génica.

En la actualidad se conoce el gen que se deleciona

(RB-1) y se sabe que codifica una proteína de 928

aminoácidos, que no sólo se expresa en los retino-

blastos, sino en la mayoría de los tejidos 19. Esta pro-

teína, de 105 kda de peso molecular, que se repre-

senta como p105, se encuentra ausente en cultivos
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primarios de células del tumor y en líneas celulares

derivadas de retinoblastomas

El caso del tumor de Wilms

El caso del tumor de Wilms se discute ampliamen-

te en la sección siguiente.

El gen de la neurofibromatosis

Mencionamos este gen debido a su posible asocia-

ción con los genes ras, aunque por el momento des-

conocemos el significado o las implicaciones bioló-

gicas de tal asociación.
La neurofibromatosis de Von Recklinghausen se

caracteriza por la aparición de múltiples melanocitos

anormales («manchas de café con leche») y neurofi-

bromas, que constituyen lesiones benignas. En unos

pocos casos los pacientes desarrollan neurofibrosar-

comas, que se originan probablemente en células de

Schwann transformadas.

Mediante análisis de ligamento genético en pa-

cientes afectados por la neurofibromatosis de Von

Recklinghausen se ha asignado el locus NF1 a una

región del brazo largo del cromosoma 17 (17q1 1.2).

El locus NF1 codifica una proteína de casi 2.500

aminoácidos, que posee una región con un alto grado

de homología con la proteína GAP (la actividad

GTPasa asociada con p21ras) La proteína NF1 podría

actuar como la actividad GTPasa que hidroliza el

GTP de la proteína p21ras  y de este modo podría ser

considerada como un regulador de la acción de ras.

Si esto fuera así, sería completamente consistente con

la naturaleza antioncogénica de NF1, ya que cual-

quier pérdida de función de NF1 elevaría la actividad

de p21ras al aumentar la tasa de GTP fijado, lo que

conduciría a un estímulo del crecimiento celular.

Pero podría ser también un regulador negativo de

p21ras cuya ausencia facilitaría la unión de p21ras con

su verdadero efector,  estimulándose así los efectos de
p21ras 

Por ahora no es posible ser más precisos en cuanto

a cuál sea la verdadera función de la proteína NF1 in

vivo, y la causa de las diferencias entre los neurofi-

bromas (benignos) y los neurofibrosarcomas (malig-

nos) se desconoce por entero.

El caso del cáncer colorrectal

Hasta el momento se han descrito tres alteraciones

cromosómicas en el cáncer colorrectal que parecen

estar asociadas a la presencia de antioncogenes.

La primera de ellas implica al locus que se ha de-

nominado FAP (Poliposis Adenomatosa Familiar); la

segunda al gen que codifica la proteína conocida co-

mo p53; y la tercera al gen denominado D C C
(Delecionado en Carcinomas de Colon).

Estos tres genes parecen tener en común el hecho

de que la deleción  de cada uno de ellos es un hecho

asociado a un estadio determinado del desarrollo del

cáncer colorectal.

En el caso del FAP, locus que parece estar situado

en el brazo largo del cromosoma 5 (5q15-22), se han

observado pérdidas alélicas frecuentes en esta re-

gión, tanto en el carcinoma hereditario como en el

espontáneo. La diferencia radica en que en los casos

de adenoma espontáneo aislado parece haber pérdi-

da de ambos alelos,  mientras que en la poliposis ade-

nomatosa familiar parece tratarse de pérdida alélica,

permaneciendo conservado uno de ambos alelos 20.

Los adenomas se desarrollarían como consecuencia

de haber perdido un único alelo.

La implicación de la proteína p53 en el caso del

cáncer colorrectal se detectó mediante análisis de la

heterocigosidad del brazo corto del cromosoma 17

con diversos marcadores. Se observó una región que

habitualmente se perdía en casos de carcinoma de

colon. Esta región es el sitio donde se localiza el gen

que codifica la proteína p53. Esta proteína, que se

asocia in vitro con el antígeno T grande (Large T anti-

gen) del virus SV40, experimenta diversas mutaciones

que la incapacitan para suprimir la transformación.

Parece que existen diversos tipos de mutaciones en

la p53: algunas de ellas parecen alterar o bien la es-

tabilidad o bien la conformación de la proteína. En

otros tumores se observa pérdida de uno de los alelos

del gen p53  y mutaciones en el alelo restante; final-

mente, existen otros casos en los que ambos alelos

p53 se han perdido, lo que hablaría a favor de que se

trata de un verdadero antioncogén.

Los datos de que disponemos hasta el momento

actual indican que la p53 es la proteína que aparece

implicada con más frecuencia en la carcinogénesis

humana.

Finalmente se han observado pérdidas alélicas

frecuentes en el brazo largo del cromosoma 18, des-

de la región 21 hasta el extremo del cromosoma

(18q21-18qter),  en carcinomas colorrectales, pero no

en adenomas 20.

Esta región, cuya expresión está disminuida o au-

sente en un gran número de carcinomas colorrecta-

les, parece contener un gen (denominado DCC). La

secuenciación de parte del mismo parece indicar que

codifica una proteína de la superficie celular relacio-

nada con las moléculas de adhesión 21.

Quisiéramos añadir una nota final sobre las posi-

bles relaciones existentes entre oncogenes dominan-
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tes y genes supresores de tumores: Del mismo modo
que se ha descrito que el cáncer es un proceso mul-

tiescalonado y que existe cooperación entre diversos
oncogenes hasta llegar a la pérdida de control del

crecimiento normal, también se habla de la existen-

cia de cooperación entre oncogenes y genes supreso-
res de tumores 22.

El modelo más simple sería, por ejemplo, la inacti-

vación  de un locus  supresor, que normalmente inhi-

biría la proliferación, y la activación de un oncogén

que actuase como señal positiva para la prolifera-
ción.  Un ejemplo podría ser el del antígeno T grande

del virus SV40, a quien no le basta con fijarse a las
proteínas p53 y p105-RB para transformar células, si-

no que precisa además de otra función cuya natura-

leza se desconoce por el momento.
Otros genes supresores podrían actuar inhibiendo el

efecto de oncogenes dominantes. Tal podría ser el caso

de un gen K-rev-1,  que parece inhibir la función de ras

compitiendo con p21ras por la molécula efectora  23.
Ya actúen de forma global, como puntos de con-

trol en diversos tipos celulares, o restringidos a deter-

minados tipos celulares o estadios del desarrollo,

parece posible pensar que la ayuda obtenida del es-
tudio de los genes supresores podrá eventualmente

desvelarnos el mecanismo de acción de oncogenes y
antioncogenes.

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS TUMORES

UROLOGICOS

En esta sección vamos a hacer una revisión de al-

gunos aspectos importantes de la biología molecular
de los tumores malignos de riñón, vejiga urinaria y

próstata.

Tumores malignos del riñón

El tipo de tumor varía dependiendo de la edad del

paciente. En la edad adulta el más frecuente es el
carcinoma de células renales, que constituye aproxi-

madamente el 85 % de los tumores malignos del ri-
ñón. El carcinoma de células transicionales se desa-

rrolla en la pelvis renal y es poco frecuente.
En la infancia, el nefroblastoma o tumor de Wilms

es el más frecuente. Afecta fundamentalmente a ni-
ños de uno a dos años, y solamente el 2 % de los ca-

sos sobrepasan los 12 años 24.

Expondremos a continuación las características

más sobresalientes de cada uno de ellos.

Carcinoma de células renales

La mayor parte de los carcinomas de células rena-

les presenta deleciones  o translocaciones del brazo

corto del cromosoma 3 (3p). La translocación más

frecuente se produce entre el brazo corto del cromo-

soma 3 y el brazo largo del cromosoma 8. (Se sospe-

cha que el brazo corto del cromosoma 3 pueda

contener un gen supresor, ya que también se han en-

contrado anomalías del cromosoma 3 en otros tumo-

res, como, por ejemplo, adenocarcinoma y carcino-

ma microcítico de pulmón, carcinoma de ovario y el

síndrome de Von Hippel-Lindau, asociado a múlti-

ples tumores 25,26).

En general, el carcinoma de células renales es un
tumor esporádico, pero se han descrito algunos casos

de afectación familiar. En 1979, Cohen y cols. 27 des-

cribieron una familia en la que el carcinoma de célu-

las renales se transmitía con herencia autosómica  do-

minante. Todos los pacientes afectados presentaban

la translocación 3p-8q  en diferentes tejidos, y proba-

blemente también en el tumor. Ningún miembro de la

familia sin la translocaclón 3p-8q desarrolló el tumor.

Por otra parte, Meloni y cols. 28 estudiaron una fa-
milia con varios miembros afectos de carcinoma de

células renales, en los que la anomalía genética era

la translocación entre el cromosoma 3 y el cromoso-

ma ll, pero esta alteración cromosómica solamente

aparecía en las células del tumor.

El protooncogén c-myc, que aparece sobreexpresa-
do en varias neoplasias malignas, se localiza en el

cromosoma 8. Por ello se ha especulado con la posi-

bilidad de que la translocación entre los cromosomas

3 y 8 pudiera implicar la activación de c-myc en el

desarrollo del carcinoma de células renales. Sin em-

bargo, estudios más recientes parecen descartar la

activación de c-myc en la génesis de este tumor.

En muchos casos de carcinoma de células renales

se han descrito también la monosomía del cromoso-

ma 14 y la pérdida del cromosoma Y 29. En pacientes

en los que el carcinoma de células renales se asocia
al síndrome de Von Hippel-Lindau, la anomalía de-

tectada con más frecuencia en las células tumorales

es la deleción de la región 14 del brazo corto del

cromosoma 3 (3p14) 26.

En diversos carcinomas humanos (adenocarcinomas
de pulmón y páncreas, carcinoma vesical, carcinoma

de próstata) se han descrito mutaciones en los pro-

tooncogenes que constituyen la familia ras (c-Ha-ras,

c-Ki-ras y N-ras). Nanus y cols.  30 han estudiado, me-

diante la técnica de la reacción en cadena de la poli-

merasa  (PCR), la incidencia de las mutaciones de los

codones 12, 13 y 61 de estos protooncogenes en 51

carcinomas renales primarios y metastásicos.

Solamente detectaron mutaciones de c-Ha-ras en el

2 % de los casos. Por ello, parece que las mutaciones

puntuales que activan los proto-oncogenes ras no jue-

gan un papel importante en la iniciación, manteni-

miento o metastatización de los carcinomas renales.
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La realización de Northern-blots, utilizando RNA

extraído de tumores frescos, ha puesto de manifiesto

que la mayor parte de los carcinomas de células re-

nales expresan oncogenes  de l    l a familia jun. La sobre-

expresión de c-jun en el carcinoma renal, en compa-

ración con tejido renal sano, sugiere la participación

de este protooncogén en la carcinogénesis renal. Se

ha observado que el factor de crecimiento transfor-

mante beta-1 (TGF-beta-1) estimula la expresión del

protooncogén jun B en células de carcinoma renal

en cultivo. El TGF-beta-1 ejerce un     efecto antiprolife-

rativo sobre el carcinoma renal. Dado qu e jun B es

un regulador negativo d e c-jun, es posible que jun B

pueda ser el mediador de la actividad del TGF-beta-l

sobre el carcinoma     renal          31.

Tumor de Wilms

El nefroblastoma, o tumor de Wilms, es un tumor

poco frecuente de la infancia que parece provenir de

tejido renal embrionario persistente. El tumor de

Wilms puede producirse de forma espontánea y aso-

ciarse a otras anomalías congénitas, como son aniri-

dia, anomalías genitourinarias y retraso mental.

La primera alteración citogenética observada en el

tumor de Wilms fue la deleción de una región del

brazo corto del cromosoma 11 (11 p13). Esta dele-

ción  aparece asociada frecuentemente con aniridia.

El 30 % de los casos de tumor de Wilms, ya sean es-

pontáneos o asociados a otras malformaciones con-

génitas, presentan lesiones del brazo corto del

cromosoma 11 (11 p). Además, se han descrito ano-

malías de los cromosomas 1, 7, 16 y 17. Se piensa

que las lesiones del cromosoma 17 son secundarias a

la deleción del brazo corto del cromosoma 11.

Se ha encontrado pérdida de la heterocigocidad

en dos regiones  del brazo corto del cromosoma 11
(1 1 p13 y  11 p 15) 28, 32, por lo que parece probable que

haya más de un locus  implicado en el desarrollo del

tumor de Wilms.

Hasta el momento se ha clonado  un gen, denomi-
nado WT1 (Wilms Tumor), presente en la región

11 p13, cuya función se desconoce, pero se sospecha

que podría estar implicado en la regulación de la ex-

presión de genes importantes en la diferenciación

normal del riñón 33. El producto del gen WT 1 parece

regular la acción del IGF-2 (factor de crecimiento se-

mejante a la insulina), que se expresa ampliamente

en el tejido renal en desarrollo. La deleción del gen

WT1 conllevaría un aumento del efecto o de la pro-

ducción de IGF-2, lo que favorecería el desarrollo

neoplásico  34.

El gen WT 1 se expresa en unos cuantos tejidos em-

brionarios (vesícula renal, epitelio glomerular, testí-

culo, ovario, ciertas células hematopoyéticas), pero

no se expresa en el tejido renal del adulto. Por ello,

la proteína codificada por este gen podría ser un fac-

tor de transcripción específico de algunos tejidos,

que se expresa durante un determinado período del
desarrollo.

Carcinoma vesical

La incidencia del carcinoma vesical es de aproxi-

madamente 150 casos por cada 100.000 habitantes

de 70 años. La relación varón/mujer es de 3 a 1,

siendo el sexto tumor más frecuente en el varón. En

el 90 % de los casos se trata de carcinomas de célu-

las transicionales. Los casos restantes se distribuyen

entre carcinoma epidermoide (6-8%), adenocarcino-

ma(2%), carcinoma de células claras y un grupo
misceláneo (carcinosarcoma, carcinoma de células

pequeñas, carcinoide y sarcomas) 
35.

El análisis genético, mediante técnicas de bandeo

cromosómico, de los carcinomas vesicales ha puesto

de manifiesto la existencia de alteraciones en los cro-

mosomas 1, 3, 5, 7, 9, 11 y 13. La duplicación cro-

mosómica podría dar lugar a la sobreexpresión de

ciertos protooncogenes, y la deleción cromosómica

podría resultar en la inactivación de genes supresores

de tumores o antioncogenes 36.

El grupo de Vogelstein ha estudiado, mediante

Southern blot, 12 casos de carcinoma de células

transicionales y ha encontrado deleciones del brazo

corto del cromosoma 11 (11 p) en el 42 % de los ca-

sos; también se observan deleciones del brazo corto

del cromosoma 11 en el tumor de Wilms. Esta obser-

vación podría estar en relación con la pérdida de al-

gún gen supresor de tumores existente en esa región,

con la consiguiente activación de genes que habi-

tualmente están reprimidos en las células portadoras

de esa mutación 37.

Los primeros oncogenes que se detectaron en el

carcinoma vesical fueron los de la familia ras. Se ob-

servaron mutaciones activadoras de los genes ras en

el 10 % de los casos. Las mutaciones son más fre-

cuentes en líneas celulares derivadas de carcinomas

vesicales que en las células del tumor. Ello puede de-

berse a la progresión de la malignización y/o a la

inestabilidad genética in vivo 38.  Se han encontrado

deleciones de c-Ha-ras en el 38 % de los carcinomas

de células transicionales procedentes de individuos

heterocigóticos 39.

Como hemos dicho anteriormente, la pérdida del

brazo corto del cromosoma 11 es un hallazgo fre-

cuente en el carcinoma vesical, y ésta es la zona en

que se encuentra el gen Ha-ras.

El protooncogén c-erbB-2  aparece expresado en

un tercio de 54 pacientes afectos de carcinoma vesi-
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cal. El estudio se realizó mediante inmunohistoquí-

mica, utilizando dos anticuerpos monoclonales dis-

tintos contra el producto de este oncogén. La proteí-

na codificada por erbB-2 es similar al receptor del

factor de crecimiento epitelial (EGF), y es un receptor

transmembrana para el que no se ha identificado el

factor de crecimiento que lo estimula. El oncogén C-

erbB-2  se expresa fundamentalmente en tumores de

alto grado histológico, tumores avanzados y tumores

con metástasis ganglionares 40.

Utilizando técnicas de Southern y Northern blot se

ha observado que la amplificación de c-erbB-2 es un

fenómeno infrecuente en el carcinoma vesical de cé-

lulas transicionales, y solamente se ha detectado so-

breexpresión del RNA mensajero (mRNA) de c-erbB-

2 en el 36 % de los casos 41.

Carcinoma de próstata

El adenocarcinoma de próstata ha desplazado al

de pulmón y ha pasado a ser la principal causa de

muerte por cáncer en varones en los Estados Unidos,

representando el 21 % del total de los cánceres mas-

culinos 42.

Mediante técnicas inmunohistoquímicas se ha de-

tectado un aumento en la expresión de p21ras en car-

cinomas prostáticos de alto grado histológico, es de-

cir, en tumores agresivos, no encontrándose en

epitelio prostático normal o hiperplásico 43.

También se ha estudiado el papel del oncogén vi-

ral (v-Ha-ras) en el cáncer de próstata, utilizando co-

mo modelo experimental el ratón: se transfectó el on-

cogén a la línea celular AT 2.1, que posee gran

capacidad proliferativa y escasa capacidad metastási-

ca, y posteriormente tales células se inyectaron sub-

cutáneamente en ratas Dunning. En el 80 % de los

casos se observaron metástasis 44.

Finalmente, utilizando técnicas inmunohistoquími-

cas, se ha detectado positividad del producto del

protooncogén c-erbB-2  en el 21 % de los casos de

carcinoma de próstata, y del producto del protoonco-

gén c-erbB-1  en el 17 % de los casos 45.
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