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La ruta RAS-ERK como diana antitumoral

PIERO CRESPO BARAJA

RESUMEN

La ruta de sefializacién mediada por las MAP kinasas ERK1 y 2 desempefia
un papel esencial en el control de la proliferacion, diferenciacién y supervivencia
celular en condiciones fisioldgicas. Los fallos acaecidos en la regulacién de dicha
ruta, contribuyen significativamente a la transformacion celular y estdn incuestio-
nablemente involucrados en la progresion tumoral, ademds de en otras patologias.
Por esta razén, durante las tltimas décadas, esta ruta ha sido el sujeto de intensas
investigaciones, con el propdsito de identificar componentes susceptibles de ser uti-
lizados como dianas terapéuticas en el tratamiento del cdncer. Aunque en muchos
casos los resultados no han sido los esperados, algunas de estas iniciativas han pro-
ducido compuestos que han logrado progresar a través de las distintas fases pre-
clinicas y clinicas, para incorporarse al arsenal del que actualmente disponemos
para combatir el cincer. En este capitulo, resumimos el estado de las distintas es-
trategias y de los objetivos que se estdn llevando a cabo, en el desarrollo de inhi-
bidores contra esta ruta de sefializacién clave en la patologia humana.

SUMMARY

MAP kinases ERK1 and 2 play an essential role in the control of proliferation,
differentiation and survival, under physiological conditions. Failures in the regula-
tion of this route significantly contribute to cellular transformation, and its involve-
ment in tumor progression, and other pathologies, is unquestionable. For this rea-
son, during the last decades, this route has been subject of extensive investigations
aimed at identifying components susceptible of being used as therapeutic targets for
the treatment of cancer. Even though, in many cases, the results have not been as
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satisfactory as we would have expected, some of these initiatives have yielded com-
pounds that have successfully progressed through the demanding preclinical and cli-
nical phases, to be incorporated to our current arsenal of anti-cancer drugs. In this
chapter, we summarize the state of the different strategies and objectives, currently
underway, to develop effective inhibitors directed to this key signaling pathway.

INTRODUCCION

Hoy en dia, y a pesar de los incuestionables avances acaecidos durante las
ultimas décadas, el cdncer sigue siendo uno de los mayores retos para los sis-
temas de salud europeos. En la CE, cada aiio, se diagnostican aproximadamen-
te unos dos millones de nuevos casos y casi un millén de personas perecen a
causa de este conjunto de enfermedades (http://info.cancerresearchuk.org/can-
cerstats/geographic/cancerineu/). Aunque sin ningtin género de dudas, hemos lo-
grado grandes progresos en nuestro entendimiento de las bases genéticas, bio-
quimicas y celulares que subyacen en la patogénesis de estas enfermedades, el
gran reto que hoy tienen por delante los investigadores, es como traducir todos
estos conocimientos en terapias efectivas, que puedan trasladarse a la clinica
para su uso cotidiano en el tratamiento de la enfermedad.

Son muchos los que opinan que el €xito en la lucha contra el cancer se en-
cuentra tras las terapias dirigidas hacia dianas especificas. Bien moléculas indi-
viduales, bien sistemas de interacciones moleculares mas complejos, cuya im-
plicaciéon en alguno de los procesos criticos para la transformacién y/o
progresion tumoral, haya quedado constatada fehaciente por la ciencia basica.
Como muchas de las alteraciones genéticas encontradas en cancer afectan a ge-
nes cuyos productos estdn implicados en la transduccién de sefiales (1), el des-
arrollo de nuevas terapias ha puesto mucho énfasis en la biisqueda de inhibido-
res de moléculas involucradas en sefalizacion. Dentro de estas, la ruta Ras-ERK
ocupa un lugar destacado, tanto por su incuestionable implicacién en los pro-
cesos carcinogénicos de muchos tipos de tumores, como por ser, probablemen-
te, la ruta de transduccién de sefiales mds estudiada y mejor entendida.

PROTEINAS RAS

Los genes ras son familia de oncogenes estrechamente relacionados. Inicialmen-
te fueron aislados en virus de sarcomas murinos altamente oncogénicos y posterior-
mente detectados también en tumores humanos y en células normales, en este caso,
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en su forma protooncogénica o salvaje. Tres son los genes ras: H, K y N-ras, expre-
sados en todos los tejidos y tipos de células aunque en distintas proporciones. Los tres
genes ras codifican para cuatro proteinas (H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras) de
21 kDa, con una homologia total del 85% (2). Estas proteinas estan unidas a la lami-
na interna de la membrana plasmatica, requisito indispensable para su funcionalidad.
Dicha unién se realiza mediante adiciones lipidicas post-traduccionales en el extremo
carboxilo terminal, en el motivo denominado CAAX box. En esta region, todas las
proteinas Ras sufren una farnesilacion. Ademas un segundo anclaje es necesario para
localizarlas eficazmente en membranas, dicha sefial la proporciona la palmitilacion en
el caso de H y N-Ras, o una secuencia polibasica, en el caso de K-Ras (3).

Las proteinas Ras unen nucleétidos de guanina y actian como interrupto-
res moleculares. En funcién del nticleotido unido, estas proteinas ciclan entre
un estado inactivo, unidas a GDP, y un estado activado, al intercambiar el GDP
por GTP. En condiciones normales, el ciclo activacion-desactivacion estd inti-
mamente controlado por, al menos, dos tipos de proteinas: factores de inter-
cambio, que catalizan el intercambio GDP a GTP, y proteinas GAPs (GTPase
activating proteins) potenciadoras de la actividad GTPasa de Ras. En el caso de
las proteinas Ras oncogénicas, estas portan mutaciones, generalmente en los co-
dones 12 6 61, que suprimen su sensibilidad hacia las GAPs, manteniéndolas
siempre unidas a GTP y por ende constantemente activadas.

Mediante este mecanismo de alternador molecular, las proteinas Ras regulan
un amplio espectro de funciones celulares esenciales, entre las que se encuentran
la supervivencia, proliferacion y diferenciacion. Dicha regulacién se realiza me-
diante la interaccion directa con proteinas efectoras cuando Ras estd unida a GTP,
activando de esta manera diversas rutas de sefializacién intracelular, entre las que
se encuentran las mediadas por las serina/treonina kinasas de la familia Raf (c-Raf,
B-Raf, A-Raf), algunas PI-3 Kinasas (p110c y B, factores de intercambio de nu-
cledtidos para Ral (Ral-GDS, RIf, Rgl), factores de intercambio de nucleétidos para
Rac (Tiam-1), factores de intercambio de nucleétidos para Rab (Rin), y otras pro-
teinas de funciones no del todo claras todavia (RASSFs, Nore-1, AF-6, etc) (4).

LA RUTA ERK

De todas las proteinas implicadas en la sefializacién mitogénica, posible-
mente unas de las que mds interés han despertado en las dltimas décadas son las
pertenecientes a la familia de las MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases).
Esta familia de serina-treonina kinasas cuenta actualmente, con cuatro subfami-
lias bien caracterizadas: ERKs (Extracellular signal-Regulated Kinases);
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H, K, N - Ras

Ficura 1. Esquema de la via de transduccion de seiiales Ras-ERK. Ademds de las proteinas
que directamente componen la ruta, se muestran las principales proteinas que mediante
distintos mecanismos ejercen funciones reguladoras sobre la ruta.

SAPK/INKs (Stress-Activated Protein Kinases / Jun N-terminus Kinases); p38 y
ERK5/BMK. Las MAPKSs son activadas por estimulos de muy diversa naturale-
za y son un paso critico en la traduccion de estimulos extracelulares en respues-
tas intracelulares mediante la fosforilacion y consiguiente activacion de mdltiples
substratos. A través de los cuales se regulan procesos como la expresion génica,
dindmica citoesquelética, metabolismo celular, entre otros mecanismos esencia-
les para la proliferacion, diferenciacién y supervivencia celular (5).

Las MAPKSs de la familia ERK cuentan con dos isoformas: p44 ERK1 y p42
ERK2, con una homologia cercana al 80%. Ambas son activadas por gran varie-
dad de estimulos extracelulares, en particular estimulos mitogénicos. Dicha acti-
vacion se realiza a través de una cascada de fosforilaciones regulada inicialmen-
te por Ras, en la que participan las serina/treoninas citoplasmaéticas de la familia
Raf (c-Raf y B-Raf, principalmente) y la kinasa de especificidad dual MEK1 y 2
(5) (Figura 1). En estado basal, las ERKSs se localizan fundamentalmente en el ci-
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toplasma, ancladas al mismo mediante su interaccién con MEK. Al ser fosforila-
das por MEK se rompe dicha interaccién, las ERKs dimerizan y se distribuyen
por toda la célula, translocandose también al ndcleo. Hasta la fecha se han des-
crito mas de 220 proteinas substratos de ERKSs distribuidas en distintos compar-
timentos celulares, incluidos factores de trascripcién nucleares (Myc, Elk y otros
de la familia Ets); receptores y otras proteinas de membrana (EGFr, ENaC, Syk,
GAB2), proteinas citoplasmadticas de variada naturaleza (Rsk, STATS, MEK,
PLA,, COX2, SOS); componentes del citoesqueleto (MAPs, calponina); proteinas
mitocondriales (Bcl-2) etc (6). Mediante la activacion de estos substratos las ERKs
llevan a cabo su papel regulador de un sinfin de procesos biologicos.

Una de las cuestiones que mds atencion esta recibiendo dltimamente, es como
se consigue la especificidad de sefial de ERK en este maremagnum de proteinas
reguladoras y substratos. En resumidas cuentas: como distintas sefiales que se trans-
miten a través de médulos de sefalizacién de componentes similares pueden man-
tener su fidelidad. Parte de la explicacion estribaria en la identificacion de las pro-
teinas «scaffold», proteinas cuya funcion principal seria servir de andamiajes donde
se ensamblarian los distintos componentes de las cascadas de sefializacion de una
manera especifica, aislando la sefial de otras similares (7). Hasta la fecha se han
aislado distintas proteinas scaffold que acttian a distintos niveles de la cascada Ras-
ERK, entre otras: Sur-8: parece estar involucrada en el ensamblaje de algunas iso-
formas de Ras con c-Raf. KSR: facilita la interaccion entre Raf, MEK, en parti-
cular MEK 1, y ERKs. MORG-1: ensambla a c-Raf, MEK1 y ERK, preferentemente
ERK?2, bajo estimulacién por 4cido lisofosfatidico pero no por EGF. Sef-1: en-
sambla a MEK y ERK2 y MP-1 que facilita la interaccién entre MEK1 y ERK1
pero no afecta a MEK?2 o ERK. Ademas, algunos de estos scaffolds tienen la ca-
pacidad de seleccionar substratos. Asi, Sef-1 potencia la fosforilacién de Rsk por
ERKSs e inhibe su translocacion al nucleo. Por otro lado KSR impide la fosforila-
cién de Elk. Por ultimo, la funcién de algunas de estas proteinas scaffold podria
estar determinada por la sublocalizacién celular. Se ha visto que KSR modula la
sublocalizacion de MEK en la membrana plasmatica, mientras que Sef-1 funciona
preferentemente en el complejo de Golgi y MP-1 en endosomas (7) (8) (9).

IMPLICACIONES DE LA RUTA RAS-ERK EN LA CARCINOGENESIS

La implicacién de Ras en la carcinogenesis estd fehacientemente constata-
da desde hace décadas. Ras se encuentra activado mutacionalmente en aproxi-
madamente el 30% de los tumores humanos. Destacando los de pancreas (90%),
colon (50%), tiroides (50%), pulmén (30%) y melanoma (25%). Estos genes
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mutados codifican proteinas que portan substituciones en un solo aminoacido
principalmente en G12 o Q 61, lo que hace que dichas proteinas estén en esta-
do GTP constitutivamente y, por ende, constantemente activas(10).

Ademads de Ras, también se ha constatado la implicacién directa en procesos
tumorales de otros componentes de la ruta Ras-ERK. Tal es el caso de la serina/tre-
onina kinasa Raf. La importancia de este componente en la oncogénesis, ya se atis-
baba al ser identificado Raf como un potente oncogen retroviral. Posteriormente,
la generacion de mutantes constitutivamente activos de Raf, y también de MEK,
demostr6 su potencial transformante en fibroblastos murinos y otros tipos de célu-
las (11). Mas recientemente, se ha encontrado B-Raf activado mutacionalmente,
fundamentalmente en V600, en diversos tumores humanos y se ha observado que
la activacién mutacional de Ras y de B-Raf aparece de una manera no solapada
en: melanomas, carcinomas colorectales, de ovario, pulmén y tiroides. En conjun-
to, a tenor de estos datos, se estima que hasta un 50% de los tumores humanos po-
drian albergar mutaciones en alguno de los componentes de la ruta Ras-ERK.

En los dltimos anos, también han sido descritas activaciones mutacionales
de H-Ras, K-Ras, B-Raf y MEK 1 y 2, en linea germinal, en pacientes de una
serie de desordenes del desarrollo, que comprenden los sindromes de Noonan,
Costello y el cardio-cutaneo-facial (12). Estos sindromes, se asocian con una
mayor incidencia de tumores de distinto tipo. En conjunto, estos datos ponen en
evidencia el potencial terapéutico que el bloqueo de la sefializacién a través de
la ruta Ras-ERK puede suponer en el tratamiento del céncer.

Al margen de los principales componentes de la ruta, entre los distintos ti-
pos de proteinas reguladoras, hasta la fecha, no se han descrito alteraciones pre-
sentes en tumores humanos. No obstante, en algunos casos se ha demostrado
que sus funciones son esenciales para la activacién de la ruta. Por ejemplo, el
caso de KSR: cuya funcién es critica para la activacién de Raf por Ras. Las cé-
lulas deficientes para KSR son resistentes a la transformacion por Ras. Ademas,
la supresion de KSR mediante RNA de interferencia impide el crecimiento de
células tumorales humanas portadoras de mutaciones en Ras (13), lo que apun-
ta a KSR, en particular, y a las proteinas de andamiaje en general, como po-
tenciales dianas antitumorales.

INHIBIDORES DE RAS

Debido a su condicién de oncogen mds frecuente en los tumores humanos,
Ras ha sido el «Santo Grial» en la bisqueda de agentes antitumorales. Ya que el
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defecto presente en las oncoproteinas Ras, las mutaciones en los codones 12,13
y 61, conlleva la pérdida de su sensibilidad hacia las proteinas GAPs y, en con-
secuencia, su bloqueo en la forma unida a GTP. Los esfuerzos iniciales fueron
encaminados, bien a restituir la actividad GTPasa intrinseca de Ras mediante la
simulacién de los efectos de las GAPs, o bien a antagonizar la unién a GTP. Sin
embargo, hasta la fecha, ambas estrategias han sido absolutamente infructuosas.
No obstante, Ras ha seguido siendo la diana de intentos de bloqueo alternativos,
esta vez dirigidos contra los mecanismos mediante los cuales Ras se inserta en
las membranas, requisito indispensable para que Ras pueda ser activa.

Ras se sintetiza en polisomas libres en el citoplasma. Rdpidamente es iso-
prenilado por la accién de farnesil-transferasas (FTasas), lo que resulta en la adi-
cién covalente de un grupo farnesilo isoprenoide a la cisteina de su caja CAAX.
Mediante esta modificacion, Ras se inserta en la superficie del reticulo endo-
plasmico. A continuacion, Ras sufre la proteolisis de los residuos AAX, lleva-
da a cabo por endoproteasas de la familia Rcel. Finalmente, la isoprenilcistei-
na-0-carboxi metiltransferasa (ICMT) lleva a cabo la mutilacién de la cisteina
terminal (14). Todos y cada uno de estos procesos son importantes para incre-
mentar la afinidad de Ras hacia las membranas. La inhibicién del primer paso,
la farnesilacién, es suficiente para impedir todos los procesos subsiguientes.

A tenor de estos datos, muchos esfuerzos se han dedicado a generar inhi-
bidores de FTasas (FTIs), con la esperanza de que incapacitasen el acceso de
Ras a la membrana y, por ende, lo inactivasen. Aunque el uso de FTIs ha teni-
do cierto éxito en el tratamiento de algunas neoplasias, su tilizacién se ha com-
plicado por el hecho de que K-Ras y N-Ras, las isoformds que aparecen mas
habitualmente en tumores, pueden ser geranil-geraniladas cuando la maquinaria
de farnesilacién es deficiente (15). Lo que hace que, en realidad, los FTIs no
sean eficientes inhibidores de Ras y existen evidencias que indican que su efec-
to antitumoral no es debido a su accion sobre Ras, sino sobre otros substratos
como, por ejemplo, Rho B (16, 17). No obstante, aunque no sea a través de Ras,
algunos FTIs han logrado progresar como antitumorales a través de las fases
preclinicas y clinicas. En estos momentos, SHC-66336 (lonafarnib; Sarasar) y
R115777 (tipifarnib; Zarnesta) estdn en ensayos clinicos de fase II/III para ne-
oplasias hematopoyéticas (18).

Siguiendo la misma estrategia, otros tipos de inhibidores se han dirigido
hacia otras de las modificaciones post-traduccionales que sufre Ras, como son
la inhibicién de su proteolisis AAX y la de su carboximetilacién (19). En esta
linea, recientemente se ha identificado una pequefia molécula inhibidora, la 2-
(5-(3 metil fenil) -1- octil-1H indol -3-il) acetamida (cysmetynil), inhibidora
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de la ICMT, capaz de inhibir la localizacién de Ras en membranas y, en con-
secuencia, la proliferacion de distintos tipos celulares (20). Hay que tener en
cuenta, que tanto los FTIs, como los inhibidores de proteasas CAAX-especi-
ficas y los de ICMTs, no solo afectan a Ras, sino, literalmente, a cientos de
proteinas que contienen dicha secuencia. El hecho de que muchas de estas pro-
teinas, por ejemplo las de las familias Rheb, Ral y Rho, también estén impli-
cadas en la regulacién de procesos intimamente relacionados con la carcino-
génesis, hace pensar que la promiscuidad de dichos inhibidores pueda, de
alguna manera, resultar beneficiosa en la terapia antitumoral. De manera que
los esfuerzos en esta via siguen vigentes.

INHIBIDORES DE RAF.

Distintas clases de compuestos han sido desarrollados como potenciales in-
hibidores de esta familia de kinasas. Algunos intentos han perseguido el inhibir
la expresion de c-Raf, como el inhibidor «antisentido» ISIS-5132. Este fosfo-
tiorato oligonucleotido de DNA, mostré su eficacia antitumoral en ensayos pre-
clinicos de xenotransplantes en ratones, pero fracasé en ensayos clinicos de fase
I, al no inducir una buena respuesta antitumoral en pacientes (21). Otro abor-
daje parecido ha sido realizado con LErafAON, un oligonucleétido antisentido
encapsulado en liposomas. Este tratamiento ha superado la fase I y actualmen-
te se encuentra en fase II, tanto como monoterapia, como combinado con ra-
dioterapia y otras quimioterapias (22).

Paralelamente, también se han realizado grandes esfuerzos en la bisqueda
de pequefias moléculas inhibidoras de Raf y ya hay en el mercado un nimero
considerable de las mismas. MCP1 es un inhibidor de la interaccién Ras / Raf,
aunque los mecanismos mediante los que ejerce dicho efecto no estdn claros.
La dilucidacién de dichos mecanismos serd importante para el futuro disefio de
inhibidores de este tipo. Actualmente se encuentra en fase preclinica (23).

Aunque no es un inhibidor directo de Raf, la actividad antitumoral de la
benzoquinona geldamicina, estd directamente relacionada con el mismo, ya que
promueve la degradacion de Hsp90, una chaperona esencial para la estabilidad
y funcionamiento de c-Raf. De manera que, indirectamente potencia la degra-
dacion de c-Raf, aunque también de otras proteinas que requieren de este co-
factor. Un derivado, la 17-aliamino, 17-dimetoxi geldamicina (17-AAG) ha de-
mostrado su eficacia en la fase preclinica en el tratamiento del melanoma y
actualmente estd en ensayos clinicos fase II, aunque asaltado por problemas de
solubilidad, estabilidad y hepatotoxicidad (24).
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Sin lugar a dudas, hasta la fecha, el inhibidor de Raf mas exitoso es el so-
rafenib (BAY 43-9006; Nexavar). Un compuesto administrable por via oral que
recibid la aprobacion de la FDA en 2005, para su uso en carcinoma renal avan-
zado. Sorafenib fue inicialmente desarrollado como un inhibidor de c-Raf, aun-
que posteriormente se ha demostrado que también inhibe potentemente a B-Raf.
Tanto a la proteina salvaje como al mutante V60OE, el mas frecuente en tumo-
res humanos (25). No obstante, también muestra efecto inhibidor sobre otras ki-
nasas, en particular las pro-angiogénicas VEGF-r 1 y 2, PDGF-b, Flt-3, c-Kit y
FGFr-1, pero no sobre otras como MEK, ERK, p38, EGFr, etc. De manera que
es posible que, en cierto grado, sus efectos antitumorales sean independientes
de Raf y, mas bien, asociados a su efecto antiangiogénico. El tratamiento con
sorafenib es seguro y bien tolerado y en los estudios de fase III dobld el perio-
do libre de enfermedad de 12 a 24 meses, en comparacién con el grupo place-
bo, en 900 pacientes con carcinoma renal avanzado (26). En estos momentos,
se estan realizando estudios clinicos de su efecto en canceres de pulmoén, prés-
tata, hepatocelular, ovario, pancreas y neoplasias hematoldgicas. RAF265 y
PLX4032 son otros compuestos inhibidores de c-Raf B-Raf y A-Raf, de admi-
nistracién oral y actualmente en ensayos clinicos fase 1. Al igual que sorafenib,
estos compuestos también muestran potencial anti-angiogénico.

INHIBIDORES DE MEK

Las kinasas duales MEK1 y MEK?2, son los tnicos substratos conocidos de
las kinasas de la familia Raf y, a su vez, son las unicas kinasas activadoras de
las MAP kinasas ERKs. Debido a esto, han atraido gran atencién como objeti-
vos terapéuticos para inhibir la activacion de la ruta. Al contrario que la mayo-
ria de los inhibidores de kinasas, los inhibidores de MEK no son competidores
de ATP. Su mecanismo de accidn reside en su capacidad de unirse a MEK y
bloquearla en estado cataliticamente inactivo, por lo que son altamente especi-
ficos, ya que las secuencias a las que se unen son Unicas para esta familia de
kinasas. Esto ha quedado demostrado por los dos primeros inhibidores desarro-
llados, PD98059 y UO126. Estos dos inhibidores han sido de incalculable va-
lor para la ciencia basica y han tenido enorme importancia en la adquisicion de
muchos de los conocimientos que hoy tenemos sobre la ruta Ras-ERK y su re-
levancia en el cdncer. Estos compuestos no han podido ser trasladados a la cli-
nica ya que carecen de las propiedades farmacolédgicas necesarias (27). No obs-
tante, han marcado la base quimica para el desarrollo de nuevas generaciones
de inhibidores de MEK con propiedades farmacoldgicas muy mejoradas.
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El primer inhibidor de MEK que ha entrado en ensayos clinicos ha sido el
CI-1040 (PD184352). De administracién oral y altamente especifico, este com-
puesto inhibi el desarrollo de tumores colorectales y de melanomas en xeno-
transplantes en ratones. En posteriores ensayos clinicos de fase I, logré una res-
puesta de remision parcial en el 25% de los casos ensayados, sobre una serie de
distintos tipos de tumores. Este resultado alentador, impulsé el paso a estudios de
fase II donde, desafortunadamente, los resultados fueron negativos. Debido, fun-
damentalmente, a las pobres propiedades farmacocinéticas del compuesto (27). A
pesar de esto, los prometedores resultados obtenidos en fase I, han respaldado en
gran medida el uso de MEK como diana terapéutica antitumoral, lo que ha im-
pulsado la aparicién de una segunda generacion de inhibidores de estas kinasas.

El PD0325901, es un derivado del CI-1040 con modificaciones en su es-
tructura quimica, que han supuesto un incremento de 50 veces en su potencial
inhibitorio sobre MEK, mejor farmacocinética, mayor estabilidad y una prolon-
gacion en la supresion de la diana terapéutica. Su actividad antitumoral se ha
demostrado sobre distintos tipos de tumores, en xenotransplantes de ratén, y ac-
tualmente estd siendo evaluado en ensayos clinicos de fase [ y II (27).

El AZD6244 (ARRY-142886) es un benzimidazol de administracién oral.
Evaluaciones preclinicas han demostrado su actividad antitumoral en modelos
de xenotransplantes de tumores de colon, pancreas, pulmén y melanoma, por lo
que ha pasado a estudios clinicos de fase I (27). Los resultados iniciales en pa-
cientes con tumores sélidos avanzados, han demostrado una buena tolerancia y
casi una total ausencia de efectos adversos. Estudios de farmacocinética y far-
macodindmica han ratificado una exposicién sistémica satisfactoria y unos ni-
veles significativos de inhibiciéon de ERK. La mejor respuesta clinica observa-
da ha sido un 57 % de estabilizacién de la enfermedad, de los cuales el 19% se
prolongé mas de cinco meses (28). Recientemente, se ha observado que los tu-
mores que portan mutaciones en B-Raf son mucho més sensibles a la inhibicién
de MEK que esos que contienen B-Raf salvaje o mutaciones en Ras (29). Lo
que probablemente refleja que Ras utilice rutas independientes de Raf para ejer-
cer su efecto oncogénico. A este respecto, la tipificacion de los tumores en fun-
cién de la presencia de mutaciones en B-Raf y Ras, podria servir para identifi-
car esos pacientes potencialmente sensibles a la terapia anti-MEK.

Ademas de los inhibidores sintéticos, una serie de toxinas bacterianas tam-
bién han demostrado su potencial como inhibidores de MEK. El Factor Letal del
Antrax (LeTX) es un componente de la exotoxina de Bacillus anthracis, que tie-
ne la capacidad de inactivar mdltiples MAPKKSs, incluidas MEK1 y 2, median-
te proteolisis (30). LeTX ha demostrado su eficiencia como antitumoral en mo-

132



La Ruta RAS-ERK CcOMO DIANA ANTITUMORAL

delos animales, preferentemente sobre esos tumores que portan mutaciones en B-
Raf, en particular melanomas (30). La proteina externa J (YopJ) de Yersinia pes-
tis, es otra toxina con actividad inhibitoria sobre MEK. YopJ tiene actividad ace-
til-transferasa, mediante la cual modifica residuos de serina y treonina presentes
en el lazo de activacion de MEK, esenciales para su funcién, bloqueando asi su
actividad (31). YopJ se esta probando actualmente en ensayos preclinicos.

JINHIBIDORES DE ERK?

A pesar de ser el punto final de la ruta, hasta la fecha, no se han encontra-
do mutaciones activadoras de ERK1 y 2, ni en tumores, ni en ningtin otro tipo
de patologias. Tal vez esto sea debido al complejo mecanismo de activacién de
las ERKSs, que requiere dos fosforilaciones secuenciales y en estricto orden. Pro-
bablemente la conformacién activa resultante no pueda ser simulada por cam-
bios aminoacidicos puntuales. El tnico cambio relevante que se ha podido ob-
servar en algunos tipos de tumores es una deslocalizacién, encontrandose las
ERKSs constitutivamente en el nicleo (M. Cobb, comunicacién personal).

Hoy en dia no existen inhibidores dirigidos hacia la inactivacion directa de
las ERKs. Sin embargo, recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la inhi-
bicién de la dimerizacién de ERKs es suficiente para impedir la transformacion
de fibroblastos murinos por distintos tipos de oncogenes. También ralentiza la pro-
liferacion de lineas tumorales humanas procedentes de tumores de vejiga, colon
y pulmén. Ademds, la inhibicién de la dimerizaciéon de ERKs impide el creci-
miento y la progresion de los mismos tipos de células tumorales en un modelo de
xenotransplantes en ratones (32). Dichos resultados, sumamente prometedores,
apuntan hacia la dimerizacién de ERKs como una potencial diana antitumoral. Es
importante resaltar que la inmensa mayoria de los inhibidores para kinasas des-
critos hasta la fecha, son competidores de ATP. Con la desventaja que supone su
inespecificidad, fruto de la alta homologia en las regiones de unién a ATP, exis-
tente entre las distintas familias de kinasas. Se da la particularidad de que la in-
terfaz de dimerizacién de las ERKs es una secuencia tnica, lo que puede resultar
en la generacion de inhibidores altamente especificos para estas kinasas.

CONCLUSIONES MIRANDO AL FUTURO

Hoy en dia, la cantidad de datos que resaltan el papel capital que la ruta Ras-
ERK desempeiia en la carcinogénesis es, simplemente, abrumadora. Todas estas
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Ficura 2. Esquema de los principales inhibidores de la ruta Ras-ERK desarrollados hasta
la fecha y su diana molecular.

evidencias ponen de manifiesto, y avalan a la vez, la importancia que los inhibi-
dores de esta ruta van, lenta pero inexorablemente, adquiriendo dentro del arse-
nal de antitumorales de los que disponemos para hacer frente a los distintos tipos
de canceres. Mucho tipos de inhibidores de Ras, Raf y MEK han sido desarro-
llados y analizados (Figura 2) y aunque s6lo muy pocos han logrado su aproba-
cioén y su validacion en la clinica diaria, estos avalan que la estrategia seguida es
correcta. No obstante, muchas cuestiones sin todavia respuesta, permanecen So-
bre el tablero y si alguno de los inhibidores de esta ruta acabard instaurandose
como la «bala magica» en la lucha contra el cancer es todavia cuestionable.

Uno de los debates en boga, es si, siendo el cdncer un proceso que requie-
re la alteracién progresiva de muchos factores, el tratamiento mediante la utili-
zacion de inhibidores dirigidos hacia una sola diana, es mds efectivo que la uti-
lizacién de inhibidores de amplio espectro. Cabe esperar que un tratamiento
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contra el cancer realmente efectivo, se dirija hacia corregir/inhibir a la vez va-
rios de los sistemas que funcionan aberrantemente. Esta es, en esencia, la filo-
sofia de la quimioterapia combinada. No obstante, lo que parece estar claro es
que terapias dirigidas hacia la inhibicién de las rutas de sefializacién mitogéni-
ca descontroladas, siempre serdn necesarias. Entre estas, la ruta Ras-ERK es una
de las principales, si no la esencial. De manera que es de esperar que, en el fu-
turo, los inhibidores de la ruta Ras-ERK siempre tengan su lugar en el arsenal
de antitumorales.
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