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PROTEINAS CINASAS DE LA FAMILIA SRC
EN EL DESARROLLO DEL CANCER

Isabel Soto Cruz

RESUMEN

Lafamilia Src de proteinas noreceptores con actividad detirosina cinasa desempefia papeles fundamentales en gran variedad
deviasdetransduccion de senales, regulando procesos diversos como ladivision celular, motilidad, adhesion, angiogenesis
y sobrevivencia. Variantes activadas constitutivamente de las cinasas de lafamilia Src, incluyendo las oncoproteinas virales
v-Srcy v-Yes, son capaces de inducir transformaciéon maligna de diversostipos celulares. De las cinasas de lafamilia Src, muy
frecuente aunque no exclusivamente, la cinasac-Src de encuentra sobre-expresada y/o activada de manera aberrante en
canceres de tipo epitelial y no epitelial. La activacién es muy comtin en cancer de col6n y de mama, y es menos frecuente
enmelanomas, cdncerde ovario, gastrico, cabezay cuello, pancreético, de pulmén, cerebro o de lasangre. Ademas, el grado
de incremento de actividad de las cinasas de la familia Src a menudo correlaciona con el potencial maligno del tumory la
sobrevida del paciente. Laactivacion de las cinasas de lafamilia Src en los tumores humanos puede ocurrir através de diversos
mecanismos, y con frecuencia es unevento criticoen la progresion del tumor. Adn se desconoce como las cinasas de lafamilia
Src contribuyen con el proceso de transformacién maligna, sinembargo, parecen serimportantes en multiples aspectos de
laprogresion del tumor, incluyendo proliferacion, disrupcion del contacto célula/célula, migracion, invasividad, resistencia
aapoptosis, y angiogenesis. En estarevision se presentan evidencias de la activaciéon de las cinasas Src en tumores humanos,
y se enfatiza en las posibles consecuencias de la progresion del tumor. Dada laimportancia de la participacion de Srcy los
miembros de sufamiliaen muchos aspectos de la progresion del tumory la metastasis, estas proteinas se estan considerando
ampliamente comoblancos atractivos para el desarrollo de farmacos anti-tumorales.
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Src family kinases in cancer development

SUMMARY

The Srcfamily of non-receptor proteintyrosine kinases plays critical roles in a variety of cellular signal transduction pathways,
regulating such diverse processes as cell division, motility, adhesion, angiogenesis, and survival. Constitutively activated
variants of Src family kinases, including the viral oncoproteins v-Src and v-Yes, are capable of inducing malignant
transformation of a variety of cell types. Src family kinases, most notably although not exclusively c-Src, are frequently
overexpressed and/or aberrantly activated in a variety of epithelial and non-epithelial cancers. Activation is very common in
colorectal and breast cancers, and somewhat less frequent in melanomas, ovarian cancer, gastric cancer, head and neck
cancers, pancreatic cancer, lung cancer, brain cancers, and blood cancers. Further, the extent of increased Src family activity
often correlates with malignant potential and patient survival. Activation of Src family kinases in human cancers may occur
through a variety of mechanisms and is frequently a critical event in tumor progression. Exactly how Src family kinases
contribute to individual tumors remains to be defined completely, however they appear to be important for multiple aspects
oftumor progression, including proliferation, disruption of cell/cell contacts, migration, invasiveness, resistance to apoptosis,
and angiogenesis. This review details the evidence for Src family activation in human tumors, and emphasizes possible
consequences totumor progression. Given the ability of Src and its family members to participate in so many aspects of tumor
progression and metastasis, Src family kinases are attractive targets for future anti-cancer therapeutics.
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Enlos metazoarios, desde el mas simple hasta el mas complejo,
las proteinas cinasas, que son las enzimas que transfieren el
grupo fosforilo terminal del ATP a sustratos proteicos
especificos, generalmente en residuos de serina, treonina o
tirosina, tienen funciones importantes en la regulacion de
diversos aspectos celulares'. Existen mas de 500 proteinas
cinasas en los genomas de humano? y de raton®, las cuales se
han clasificado en varias subfamilias de acuerdo a su estructura
y funcidn, por ejemplo como receptores, citoplasmaticas, por su
especificidad de aminodacido, etc. Estas enzimas tienen
actividades celulares normales importantes, sin embargo,
muchos miembros estan implicados, ya sea directa o
indirectamente, en el desarrollo de enfermedades como el cancer?,
siendouno delos principales grupos en estudio para el desarrollo
de inhibidores terapeuticos’.

FAMILIA DE CINASAS DE TIROSINA SRC

A partir del descubrimiento de su actividad bioquimica®, las
cascadas de sefializacion que involucran a la familia Src de
proteinas tirosina cinasas han sido ampliamente estudiadas
durante casi tres décadas*’®. La familia consiste de ocho
miembros que son Lyn, Hck, Lck, Blk, Src, Fyn, Yesy Fgr, las
cuales muestran mecanismos deregulacion similares y después
de varios afios de estudio se han implicado en el control de
arreglos de redes de sefializacion que regulan el metabolismo,
viabilidad celular, proliferacion, diferenciacion y migracion en
gran variedad de linajes celulares*’. Estas cinasas pueden
agruparse en dos subfamilias, por un lado las que estan
relacionadas con Lyn (Lyn, Hck, Lck, Blk), y por el otro, las
relacionadas con Src (Src, Yes, Fyn, Fgr), ademas, existen tres
cinasas realacionas con las de la familia Src, que son Brk, Frky
Srm. Todos los miembros de la familia comparten un arreglo de
dominios semejante (fig 1)°, poseen unaregion N-terminal (inica
(50-70 residuos) de alta variabilidad entre los miembros de la
familia, pero siempre presentan sitios de miristoilacion', y a
veces de palmitoilacion!!, seguido por aproximadamente 50
aminoacidos que representan el dominio de homologia con Src
3 (SH3) el cual dirige laasociacion especifica con motivos ricos
en prolina relacionados con el consenso PXXP'2. En seguida,
se encuentra una region de 100 aminoéacidos que representa el
dominio de homologia Src2 (SH2) que permite la interaccion con
motivos de fosfotirosina, los miembros de esta familia muestran
unamayorafinidad porlasecuencia consenso PYEEI'2. Eliltimo
dominio corresponde al de cinasa (aproximadamente 300
residuos), o de homologia Src 1 (SH1), responsable de la
actividad enzimdtica. También estan agrupadas en esta familia
las tres cinasas Brk, Frk y Srm, sin embargo, ninguna de ellas es
miristoilada, y solo dos (Brk y Frk) tienen residuos de tirosina
C-terminales potencialmente reguladores, aunque no muestran
homologia significativa con las secuencias correspondientes
en Src o Lyn®. La actividad y union al sustrato de estas cinasas
esta regulada mediante interacciones intra-moleculares de los
dominios SH2 y SH3, y por la asociacion con otras moléculas
auxiliares, que incluyen activadores, inhibidores y sustratos.
Estas asociaciones reguladas de manera intra-molecular
involucran varios motivos de reconocimiento interno, uno entre

los dominios SH2 y de cinasa, el cual une su propio dominio SH3,
yunatirosina C-terminal que se une con su propio dominio SH2
cuando esta fosforilado'>'*!>. Ademas, la familia Src posee el
loop de activacion de cinasa clasico (A-loop) con un motivo de
tirosina, el cual esta fosforilado en las formas mas activas'®. Las
configuraciones activa e inactiva de estas cinasas se han
detallado tanto bioquimica como estructuralmente®, y se han
delineado como mecanismos comunes de regulacion la
fosforilacion diferencial, la interaccion entre dominios y el
desplazamiento competitivo de dominios.

La fosforilacion del extremo carboxi-terminal por la cinasa del
carboxi-terminal de Src (Csk) da como resultado una
conformacion cerrada de una proteina menos activa. La
autofosforilacion en el dominio de cinasa altera la conformacion
paraincrementar la actividad intrinseca de cinasa. Estarelativa
simplicidad de regulacion se basa en el hecho de que Src puede
ser activada por diversas proteinas incluyendo receptores de
factores de crecimiento, integrinas y receptores acoplados a
proteinas G.

Debido a su papel central en multiples vias de sefializacion, la
actividad aberrante de Src promueve la desregulacion de
numerosos procesos, incluyendo invasién, migracion,
proliferacion, angiogenesis y apoptosis!’'?. Irbnicamente, estos
procesos estan asociados principalmente con progresion del
tumor y metastasis, a pesar de las primeras observaciones que
v-Src era un oncogen que iniciaba un tumor. Las funciones
bioldégicas también mediadas por la actividad de Src en las
células tumorales incluyen la transicidn epitelial amesenquimal,
que estaimplicada en la progresion del cancer y en el desarrollo
de laresistencia a quimioterapia®*?'. Ademas, las funciones de
Src en células endoteliales y estromales han demostrado que la
activacion de esta cinasa contribuye a la diseminacion de
células tumorales metastasicas®.

Parte delapocaaceptacion de Src como blanco para el desarrollo
dedrogas se debio a la falta de una mutacioén o amplificacion de
genes en muchos de los tumores. En este caso, la actividad
enzimatica se incrementa en lamayoria de los tumores primarios,
con incrementos posteriores en las metastasis sincronizadas®.
En carcinoma colorectal, el incremento en la actividad de Src
correlaciona con la sobrevivencia de los pacientes® >, Aunque
la activacion de Src es prominente en cancer colorectal y de
mama, lasobre-expresion o activacion también se ha encontrado
en otros tipos de tumores?*-2%,

Varios mecanismos generan un incremento en la actividad de
Src en tumores. Src se encuentra abajo en la cascada de
sefalizacion de varios receptores de factores de crecimiento, tal
como el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
receptor para el factor derivado de plaquetas, y el receptor para
el factor de crecimiento vascular endotelial®*°. En muchos tipos
de tumores, la sobre-expresion de estos receptores, sus ligandos,
oambos, es comun®'. La sobre-expresion de otras moléculas que
interactuan con Src, como la cinasa de adhesion focal (FAK),
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Figura 1. Estructura y activacién de proteinas Src. a) Comparacién de las estructuras moleculares de las proteinas c-Src humana,
c-Src y v-Src de pollo. Las tres proteinas contienen cuatro dominios de homologia Src (SH), y un dominio amino-terminal Gnico
de funcién desconocida. EI dominio SH1 contiene el dominio de cinasa y un residuo de tirosina conservado que estd involucrado
en la autofosforilacién (Tyr419 en c-Src humana; Tyr416 en las proteinas Src de pollo). La cinasa v-Src de pollo carece del dominio
regulador-negativo en el extremo carboxilo terminal, y contiene 12 aminoacidos sustituidos en el carboxilo terminal, asi como
numerosas mutaciones puntuales a lo largo de la molécula, lo cual explica el alto nivel de actividad de esta proteina. b) La
inactivacién de c-Src humana ocurre cuando la Tyr530 en el extremo C-terminal es fosforilada y se une con el dominio SH2. Esta
interaccién, asi como una interaccién entre el dominio SH3 y el dominio de cinasa da como resultado una estructura molecular
con acceso disminuido de los sustratos al dominio de cinasa. Por el contrario, la activacién de c-Src ocurre por la remoci6n de
la fosfotirosina del C-terminal, el desplazamiento de las interacciones intramoleculares inhibidoras, y la apertura de la estructura
molecular de la cinasa c-Src. La activacién completa involucra la fosforilacién de la Tyr419. (M=miristoilacién; P=fosforilacién).

Modificado de 9.

también activan a Src??, asi como procesos fisioldgicos tales
como estrés celular, incluyendo el inducido por la
quimioterapia.

FAMILIA SRC Y CANCER

Detodas las cinasas de la familia Src, la cinasa Src ha sido lamas
estudiada y a la que maés se le relaciona con el desarrollo del
cancer. A pesar de que la informacion obtenida a partir de
modelos de fibroblastos transformados con v-Src es muy valiosa,
la expresion de c-Src en células epiteliales y en tumores puede
tener diferentes efectos. Por ejemplo, aunque c-Src es necesaria
para la division de fibroblastos®, y puede jugar un papel
imporante en la génesis del tumor al estimular la proliferacion de
células pre-cancerosas, se ha demostrado recientemente que la
actividad de c-Srcno correlaciona con el incremento en las tasas
in vitro de proliferaciéon celular en tumor de colon, o con las
tasas in vivo incrementadas del crecimiento del tumor. La sobre-
expresion de c-Src en celulas de cancer de colon humano no
afectael crecimiento celular, pero estimula el ensamblaje de las
adhesiones por integrinas, aumentando la habilidad de las
células para extenderse sobre el sustrato®*. De manera similar,
lacooperacidénde c-Srcy el receptor para el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, por sussiglas eninglés) regulalainvasividad

de las células de cancer de colon, pero no parece influenciar la
cooperacion®. Una posible explicacion para esta aparente
discrepancia es que la activacién de c-Src promueve el
crecimiento durante el proceso de tumorogenesis, pero regula
otras actividades, tales como adhesion e invasion durante
etapas posteriores en la progresion del tumor?. Otra posibilidad
es que las proteinas Src tienen efectos sobre las células epiteliales
diferentes a las observadas para fibroblastos. Por estas razones,
los modelos sobre expresion y actividad de Src en celulas
tumorales humanas también es importante, ademas de los
estudios ya realizados en fibroblastos.

La sobre-expresion de la proteina c-Src y un incremento en su
actividad especifica se ha observado en diversos tipos de
cancer’’. Los mas comunes son los canceres del tracto
gastrointestinal, tal como el cancer colorectal que muestra un
incremento progresivo en laactividad de c-Src conforme avanzan
los estados de transformacion del tumor, por ejemplo las lesiones
metastdsicas, tanto intrahepaticas como extrahepaticas, a
menudo tienen los niveles de actividad de c-Src mas altos®®. Esto
indica un papel importante de c-Src en la progresion del tumor.
Demanera paraddjica, los tumores mas agresivos, que muestran
unadiferenciacidon pobre, amenudo muestran niveles reducidos
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de la proteina c-Src asi como bajos niveles de actividad cuando
se comparan con tumores de moderados a bien diferenciados
que son menos agresivo®. Sin embargo, esta interesante
observacion podria explicarse por la presencia de receptores
con actividad de cinasa de tirosina sobre-expresados, como el
receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en
tumores pobremente diferenciados, que puede activar de manera
sinérgica a c-Src***!. Por tanto, bajos niveles de c-Src podrian
ser compensados con altos niveles de un receptor con actividad
de cinasa de tirosina.

Ademas del cancer colorectal, una actividad incrementada de
Src se ha demostrado en otros tipos de tumores malignos,
incluyendo el hepatocelular, pancreatico, gastricoy de esofago?,
asi como en tumores de mama*?, ovario y pulmén*. Los canceres
hepatocelulares** y carcinomas de colon* son interesantes
por que pueden sobre-expresar c-Src y expresar muy poco a la
proteina cinasa de tirosina reguladora de c-Src (Csk) al mismo
tiempo, dando como resultado altos niveles de activacion de c-
Src. Una actividad especifica de c-Src incrementada puede
también ocurrir en presencia de niveles relativamente normales
de expresion de la cinasa c-Src.

FAMILIA SRC EN DESARROLLO DEL CARCINOMA DE
MAMA

Aungque las funciones de las cinasas de la familia Src en el cancer
de mamano se han estudiado tan ampliamente como en el cancer
de colon, existen evidencias considerables que indican un papel
importante de estas cinasas en el desarrollo del cancer de mama.
En 1983, Jacobs y Rubsamen* demostraron que habia una
actividad de la cinasa c-Src elevada en tejido de carcinoma de
mama, en comparacion con el epitelionormal. En 1986, Rosen et
al*® reportaron datos similares. En 1989, Lehrery colaboradores®
determinaron si la elevada actividad de c-Src estaba asociada
con parametros clinicos. Sus resultados mostraron que los
tumores que expresaban el receptor para progesterona,
generalmente mostraban actividad elevada de la cinasa c-Srcen
comparacion con los que no lo expresaban. Koster et al*
demostraron que 25-30% de las muestras de cancer de mama
estudiadas mostraban expresion significativa de al menos un
proto-oncogen, incluyendo c-Src, erbB, rafl, Lck y Ha-ras. En
un estudio amplio de tumores humanos de mama, se reporto que
72 muestras de cancer de mama presentaban actividad de cinasa
detirosina elevada en comparacion con los controles normales,
y que el 70% de esa actividad de cinasa de tirosina podia
atribuirse a c-Src’!. También mediante técnicas de tincion
inmunohistoquimica, asi como con ensayos de cinasa in vitro
y por inmunoblot se demostrd que la expresion de c-Src y la
actividad de cinasa eran elevados en tejido de cancer de mama
en comparacion con tejido normal®>%,

Aligual que con el cancer de colon, los mecanismos que llevan
alaactivacionde las cinasas de la familia Src son multiples. Uno
de estos mecanismos puede ser la sobre-expresion de receptores
delafamilia EGF, tal comolos receptores EGFR y HER2/Neu, lo
cual sucede generalmente en las células de cancer de mama®.

Como las cinasas de la familia Src se activan rio abajo de los
receptores con actividad de cinasa de tirosina (v.g. EGFR) por
el desplazamiento de la cola de fosfotirosina del dominio SH2
con alta afinidad por residuos de fosfotirosina en el receptor,
esto puede representar un mecanismo importante de activacion
de las cinasas de la familia Src en células de cancer de mama’*
% Porotro lado, en afios recientes, varios estudios han mostrado
que las cinasas de la familia Src pueden activarse en células de
cancer de mama por la desfosforilacion de latirosinareguladora
mediada porla fostatasa de tirosina 1B (PTP1B)%*¢!, Es importante
sefialar que el desplazamiento del dominio SH2 y la
desfosforilacion de la tirosina reguladora no son mutuamente
excluyentes, y ambos mecanismos pueden contribuir a la
activaciondelas cinasas de la familia Src en las células de cancer
demama.

CINASAS SRC COMO BLANCO PARA TERAPIA DEL
CANCER

Después de muchos afios de investigacion, las cinasas de la
familia Src, en particular c-Src, se han convertido en moléculas
blanco para el desarrollo de drogas para el tratamiento del
cancer. Debido a que se activa en gran variedad de tumores
humanos, y por que se entienden mejor los mecanismos de
activacion, se han establecido programas de desarrollo de
drogas que tienen como blanco la activacion de la cinasa c-Src.

Diversos inhibidores de c-Src se estan probando y se encuentran
en ensayos Fase I o en ensayos pre-clinicos con esfuerzos para
desarrollar compuestos inhibidores de c-Src que tengan como
blanco el dominio de cinasa, entre los que se encuentran los
compuestos desarrollados por Wyeth (SKI-606)%, Sugen
(SU6656)%, y farmacéutica Ariad, AP23464 y AP23451 (un
inhibidor de la actividad de cinasa de c-Src, desarrollado para
el tratamiento de la osteoporosis)®.

La sobre-expresion ubicua de c-Src en cancer y la minima
delesion del fenotipo indican que la inhibicién de c-Src podria
no mostrar una toxicidad significativa y su efecto en el cancer
de colon humano parece inhibir el crecimiento. Sin embargo, el
hecho de que los dominios no cataliticos de c-Src puedan causar
un ensamblaje de integrina, con consecuencias bioldgicas
potenciales, indica que la inhibicion de c-Src, teniendo como
blanco el dominio de cinasa, podria ser solo parcialmente
efectivo®. No obstante, la estrategia emergente de inhibir a c-
Src parece ser promisoria en la terapia de tumores s6lidos que
muestranniveles elevados de actividad de c-Src. Datos recientes
muy interesantes muestran que inhibir c-Src y FAK
simultdneamente, podria ser muy efectivo para promover
apoptosis de células de cancer de colon® y suerge el potencial
de estrategias combinadas como terapia del cancer.

CONCLUSION

c-Srces el primer proto-oncogen descubierto y el mejor estudiado,
existe evidenciaclarade suparticipacion en las células normales
enprocesos como proliferacion, mantenimiento de los contactos
intracelulares normales y motilidad celular. El papel de las
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cinasas de la familia Src en el desarrollo y progresion del cancer
aunno se conoce completamente. Cuando se activa por diversos
mecanismos, ya sean estimulacion por factores de crecimiento
o por mutaciones activadoras, c-Src puede producir un programa
definido neoplasico que finalmente dard como resultado un
fenotipo transformado, con proliferacion celular incrementada,
invasion y movilidad, asi como una adhesion intracelular y de
célula-matriz disminuida. Apenas se estan empezando a conocer
las multiples vias en las que participan las cinasas de la famila
Src, sus diversos sustratos y los productos de la expresion de
genes que son regulados por la actividad de estas cinasas. Esto
debera conduciraunmejor entendimiento de como las numerosas
proteinas que interactuan con c-Src se relacionan entre si en las
via moleculares que llevan a la transformacién y progresion
malignas.

Debido a que estas cinasas se encuentran en diversos tipos de
tumores solidos, y que las uniones mecanicas de c-Src para
procesar la progresion tumoral se han empezado a entender, se
estan realizando grandes esfuerzos para descubrir moléculas
que tengan como blanco a c-Src en terapias para el cancer.
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