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RESUMEN

En todos los tejidos normales, existe un balance entre la proliferacién, la
diferenciacién y la muerte celular. La desregulacion de estos eventos moleculares
contribuye a una gran variedad de enfermedades en el humano, incluyendo el cancer.

Lo apoptosis es un evento de muerte celular programada genéticamente
determinado, esencial para la homeostasis tisular y para la remocién de células
dafadas que puede ser disparado por una gran variedad de estimulos que causan la
liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria y la activacién de las caspasas. Las
caspasas pueden hidrolizar sustratos especificos en las proteinas e intervenir en la
muerte celular. La liberacién del citocromo ¢ es un punto importante de control en el
que las proteinas relacionadas a Bcl-2 juegan un papel importante. Algunos miembros
de esta familia son necesarios en la apoptosis, mientras que otros la contrarrestan.

Mcl-1 es un miembro antiapoptético de la familia Bcl-2 descubierto durante la
diferenciacién celular de la leucemia mieloide que también puede ser hidrolizado por
los caspasas.

El gen humano mc/-7 se localiza en el cromosoma 1921 y comprende tres
exones codificantes de los que deriva Mcl-1/, una proteina de 350 aminodcidos que
contiene regiones similares a ofras proteinas de la familia Bcl-2, tales como los
dominios BH, PEST y TM y cuya expresién da como resultado la supervivencia celular.

Sin embargo, mc/-7 sufre empalme alternativo, originando una proteina de
271 aminodcidos denominada Mcl-15/ATM. En esta variante, existe un cambio en el
marco de lectura, y carece de los dominios BH1, BH2 y TM debido a la pérdida del
ex6n central, lo que hace de  Mcl-15ATM un producto génico que Unicamente
contiene el dominio BH3 y que promueve la muerte celular.

En este estudio, se analizé la expresién de las isoformas £y S del gen mc/-7 en
10 carcinomas mamarios y 2 tumores filoides a nivel de RNA, mediante reacciones de
PCR y electroforesis. Se obtuvieron dos productos diferentes, uno de los cuales,
corresponde al tamafo esperado para la isoforma Mcl-1£, ademds de estar presente en
todas las muestras. El otro producto, Mcl-15 estuvo presente en solo 4 de las 12
muestras junto con la variante anterior, aunque debido a una tincién menos intensa, se
considera como un transcrito de menor abundancia.

La actividad de Mcl-15 fue antagonizada o completamente bloqueada por
Mcl-1£ en el resto de las muestras, en donde la variante proapoptética no esté
presente.

Asf mismo, es importante considerar la posibilidad de que las isoformas de esta
proteina puedan formar heterodimeros al unirse una con ofra o con otros miembros de
la familia Bcl-2, esto podria influir en la concentraciéon relativa de ambas isoformas y
determinar si la célula sobrevive o se somete a apoptosis.



ABSTRACT

A balance between cell proliferation, cell differentiation and cell death exists in
all normal tissues. The deregulation of these molecular events contributes to a variety of
human diseases, including cancer.

Apoptosis is a genetically determined cell death program essential for tissue
homeostasis and removal of damaged cells, that can be triggered by a wide range of
stimuli, involving the cytochrome c release from the mitochondria and the activation of
caspases. Caspases can cleavage specific protein substrates and lead to cell death. The
release of cytochrome cis a crucial control point in which Bcl-2 related proteins play an
important role. Some members of this family are required for apoptosis, while others
counteract it.

Mcl-T (myeloid cell leukaemia-1), is an anti-apoptotic member of the Bcl-2
family discovered during myeloblastic leukemia cell differentiation and it can also be
cleaved by caspases.

The human mc/-7 gene is located on chromosome 1921 and comprises three
coding exons from which derives Mcl-1/, a 350 amino acid residue protein that
contains similar regions to other Bcl-2 family proteins, such as the BH, PEST and T™M
domains and whose expression results in enhanced cell survival.

Nevertheless, mc/-7 undergoes alternate splicing, giving rise fo a 271 amino
acid residue protein isoform termed Mcl-1S5/ATM. In this variant, there is a shift in the
reading frame, and because of the skipping of the central exon, the BH1, BH2 and TM
domains are not present, turning Mcl-15ATM into a BH3 only gene product that
promotes cell death.

In this study, the expression of the mc/-7 gene isoforms L and S was examined
in 10 breast carcinomas and 2 phyllodes tumors at the RNA level, using PCR reactions
and electrophoresis. Two different products were obtained, one of which corresponds to
the expected size for the Mcl-1L isoform and it was detected in all samples. The other
product, Mcl-15, was found in only 4 of the 12 samples along with the full-length
variant although due to a less intense stained product, it was considered as a transcript
of lower abundance.

The action of Mcl-15 was antagonized or completely blocked by Mcl-1/ in the
remaining samples in which this pro-apoptotic variant was not present.

Yet, it is important to consider the possibility that the protein isoforms can form
heterodimers when bound to each other or with another members of the Bcl-2 family,
this could influence the relative concentration of both isoforms and determine whether
the cell survives or undergoes apoptosis.
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INTRODUCCION
Genética del cancer
1.1 Generalidades

El término cdncer agrupa a un conjunto de enfermedades que retnen como
caracteristica comin la pérdida del control de la proliferacién celular. Este conjunto de
enfermedades, con patologios diferenciales caracteristicas, se produce como
consecuencia de la acumulacién de alteraciones genéticas en una misma estirpe
celular, proceso que puede prolongarse hasta mds de dos décadas y que requiere una
seleccion de la linea celular apropiada para cada tejido. Entre los mltiples pasos
necesarios para la generaciéon de la estirpe celular maligna, se deben acumular
alteraciones en genes de diversa naturaleza y funcién, conjuntamente con el escape del
control del sistema inmune del organismo. Las alteraciones se producen en genes
criticos para la regulacién de la divisiéon celular, la diferenciaciéon o la conexién del
programa de muerte celular programada o apoptosis.! Como resultado de estas
alteraciones génicas, se produce la pérdida de capacidad de regulacion del
comportamiento celular, con el resultado neto de un crecimiento descontrolado.

Los avances registrados en el estudio de los mecanismos moleculares del
céncer han supuesto un gran impulso en la comprensién del proceso de
carcinogénesis, la identificacién de los diferentes componentes que constituyen los
eslabones del mismo y la interrelacién de sus respectivas actividades. Estos estudios han
permitido definir al proceso de regulacién del ciclo celular y los mecanismos de
transmisién de sefales intracelulares en el desarrollo del proceso de la carcinogénesis.
Aunque este conocimiento todavia no es completo, ha permitido al menos establecer
los claves moleculares del proceso de transformacién celular y el poder elaborar
estrategias mds selectivas de eliminacién de las células tumorales.

Los descubrimientos en el campo de los genes relacionados con el céncer
(oncogenes, genes supresores y genes reparadores) ha influido no solo en la
investigacién oncoldgica, sino en ofros muchos aspectos del comportamiento celular
tanto en condiciones normales como patolégicas.

Las estadisticas muestran que el cdncer es la segunda causa de muerte en
nuestro pafs después de las enfermedades cardiovasculares, afecta a los humanos de
todas las edades y a una extensa variedad de érganos. Se clasifica de acuerdo con el
tejido y con el tipo celular a partir del cual se origina. La proliferacién celular genera
una masa (neoplasia o tumor) que invade los tejidos vecinos y puede producir también
metdstasis en lugares mas distantes. El 90% de los tumores malignos en humanos son
de origen epitelial ya que en los epitelios hay mayor proliferacién celular y por ende
muchas mds posibilidades de fallas y errores en el control de la divisién celular.
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El diagnéstico y tratamiento tempranos son vitales, asi como la identificacién
de personas con riesgo incrementado de cdncer antes del desarrollo de la enfermedad
constituye un objetivo importante de la investigacién.

Un tumor estd compuesto de un parénquima de células proliferativas, con un
estroma de tejido conectivo y vasos sanguineos. Existen tres formas principales:
sarcomas, en los que el tumor se ha formado en el tejido mesenquimatoso;
carcinomas, que se originan en el tejido epitelial y enfermedades malignas
hematopoyéticas y linfoides, como la leucemia y los linfomas." Dentro de los grupos
principales, los tumores se clasifican por su lugar, tipo de tejido y grado de malignidad.
La mayor parte de los cdnceres son trastornos de la época tardia de la vida, pero
algunos son caracteristicos de la infancia o pueden mostrar un grado mayor de
malignidad si se presentan en personas j6venes.

Quizés el 5% de todos los canceres parecen seguir un patrén familiar; en la
mayor parte, sin embargo, la herencia parece desempefiar un papel pequefio o nulo.
No obstante, muchos cdnceres, como otras enfermedades que muestran caracteristicas
de herencia multifactorial, poseen un importante componente genético en cuanto a que
cierfas personas son mds susceptibles de desarrollar una malignidad particular como
resultado de defectos genéticos que predisponen al cdncer. Ademds, es evidente
que  practicamente  ftodo  cdncer es esencialmente—incluso en ausencia de
componentes heredados aparentes- el resultado de mutaciones en células sométicas y
su progresiéon también implica cambios en la expresién de una serie de genes.

Con anterioridad, los virus y la exposicién a ciertos agentes ambientales se
sefialaron como causas de la mayor parte de los canceres. Hoy, se reconoce que la
causa es la mutacién génica y, cuando participan agentes carcindégenos, operan
produciendo mutacién. Las mutaciones que provocan cdncer afectan los genes
responsables de la proliferacién celular, el desarrollo de la célula y ofras actividades
celulares fundamentales. Cuando la regulacién celular normal esté alterada, se inicia el
crecimiento descontrolado y se desarrolla un tumor maligno.

La comprensién de la base genética del cdncer que surge después de muchas
décadas de investigacién se ha producido en gran medida por la aplicacién de la
genética molecular al andlisis de varias formas de enfermedad maligna.' El campo de
la genética del cancer es uno de los de mayor movimiento en la biologia y medicina
actuales y la comprensién de los mecanismos del céncer se estd incrementando con
rapidez.

Existen pruebas firmes de que un tumor es un clon de células derivadas de una
sola célula ancestral en la que ha ocurrido el evento iniciador: una mutacién somdtica.
La naturaleza clénica de los tumores se conoce desde hace muchos afos. La prueba
original se obtuvo del estudio de tumores en mujeres heterocigotas para la enzima
ligada al X G6PD ( glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa ). Debido a la
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inactivacién del X, sélo uno del par de alelos ligados al X en una mujer heterocigota se
expresa en una célula somética.’

Las lineas celulares derivadas de tumores en estas mujeres expresaron uno u
ofro alelo de G6PD pero no ambos, lo que indicé que cada tumor habia crecido de
una sola célula. Los reordenamientos cromosémicos caracteristicos en muchos tipos de
céncer indican que tienen origen en una sola célula.

Los genes que provocan céncer, cuando estén mutados, son de dos tipos
distintos: oncogenes y genes supresores de tumor.' Ambos tipos tienen efectos opuestos
en la carcinogénesis. Los oncogenes facilitan la transformacién maligna, mientras que
los genes supresores de tumores como su nombre lo indica, bloquean el desarrollo
tumoral, regulando los genes que participan en el crecimiento celular.

1.2 Oncogenes

Los oncogenes son genes que afectan el crecimiento y desarrollo celular
normal. Si un oncogén estd sobre expresado, a causa de una mutacién en el gen
mismo o por una alteracién externa, la célula en la que ocurre el cambio puede sufrir
crecimiento descontrolado y finalmente convertirse en maligna. La mayor parte de los
oncogenes son formas mutadas o activadas de genes normales, denominadas
protooncogenes, que participan en el control de la proliferaciéon y diferenciacién
celular.

Los oncogenes pueden identificarse experimentalmente en estudios de
transferencia de DNA por su capacidad para transformar una linea celular de ratén no
oncogénica en cultivo para que genere células con propiedades oncogénicas.

Hasta la fecha se ha identificado una gran cantidad de oncogenes humanos vy
por fanto sus protooncogenes normales, sobre todo gracias a los estudios de
transfeccién de DNA con DNA gendmico de tumores humanos. Muchos de los
oncogenes identificados en tumores humanos han llegado a relacionarse con
oncogenes viricos previamente aislados de virus tumorales de RNA.

£
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Oncogenes activados Genes supresores da tumc Genes antiapoptéticos
Guardianes Cuidadores
Ejemplos RET RB1 MSH2 FAS BCL2
SAC TP53 MLHT Telomerasa
Telomerasa
Fig. No. 1. Esquema general de los mecanismos de oncogénesis por activacién de protooncogenes,

mutacién o pérdida de genes supresores de tumores, activacién de genes antiapoptéticos o pérdida de genes
proapoptéticos.
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La demostracién de que la informacién genética de  un virus podia cambiar
una célula normal en maligna establecié la posibilidad de que los genes actuaran
como controladores centrales de la conversiéon maligna. (Fig. No. 1)

En el siguiente esquema (Fig. No. 2) se ilustran los diferentes papeles de varias
clases de protooncogenes en la regulacién del crecimiento.

&

a
000

Proteinas de
Iransduccion
de sanal citoplasmalica

Fig. No. 2 Transduccién de sefales y regulacion del crecimiento por los productos de protooncogenes,
clasificados segin su localizacién y funcién en la célula. Si se produce una falta de regulacién de un
protooncogén puede originarse una transformacién maligna. 1: Factores de crecimiento secretados (EGF y

PDGF), 2:

receptores especificos de los factores de crecimiento secretados (RET), 3: proteinas de

transduccién de sefial citoplasmdtica (RAS), 4:proteinas nucleares que se enlazan al DNA y modifican la

transcripcion.

Tabla No. 1.-Oncogenes vinculados en el control de la divisién celular.

Oncogén Actividad bioquimica Probable funcién
erb-B Tirosina cinasa Receptor en la superficie celular
fms Tirosina cinasa Receptor en la superficie celular
S Receptor en la superficie celular (adn no
neu Tirosina cinasa N
identificado)
o Receptor en la superficie celular (adn no
ros Tirosina cinasa . o
identificado)
sis Factor de crecimiento FCP Sefializacién
src Tirosina cinasa Transduccién de sefales
ab/ Tirosina cinasa Transduccién de sefales
ras Proteina G Transduccién de sefiales
fos Factor de transcripcion Efector de la division celular
myc Factor de transcripcién Efector de la divisién celular
myb Factor de transcripcién Efector de la divisién celular
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Asi mismo, es notable el hecho de que numerosos oncogenes ya han sido
vinculados con el control de la proliferacién celular (Tabla No. 1). Los productos de tres
de los oncogenes enlistados en la tabla, se localizan en el ndcleo de la célula vy
parecen participar en la activacién de genes que provocan la divisién celular. En tanto
que los productos de los oncogenes restantes, se encuentran en la membrana o cerca
de ella, como erb que es una version alterada del receptor del factor de crecimiento
epidérmico al que le falta el dominio externo, por lo que se encuentra
permanentemente activo. Por otra parte, sis, controla la sintesis de la cadena B del
factor de crecimiento plaquetario y los restantes estdn relacionados con enzimas
fosforilantes (proteinas cinasas).

Un importante hallazgo relacionado con los protooncogenes surgié del andlisis
molecular del oncogén ras derivado de una linea celular. El oncogén y su contraparte,
el protooncogén diferian tan solo en un par de bases. La alteracién, una mutacién
puntual en una célula somdtica del tumor, propicié la sintesis de un producto génico
anormal que pudo estimular el crecimiento de la linea celular y convertirla en un tumor.
Los oncogenes tienen un efecto dominante a nivel celular, es decir, cuando se activa en
un solo alelo mutante es suficiente para cambiar el fenotipo de una célula de normal a
maligna. Las mutaciones puntuales en ros se observan en muchos tumores vy
experimentalmente se ha mostrado que los genes ras constituyen la diana de
carcinégenos conocidos, un hallazgo que apoya el papel de los genes ras mutados en
el desarrollo de muchos cénceres.!

1.2.1 Activacién del protooncogén

La mutacién estructural es sélo uno de los varios mecanismos que pueden
inducir activacién de protooncogenes. Las translocaciones cromosémicas son un
mecanismo frecuente para la activacién de un protooncogén en diversos cdnceres.
Muchas células tumorales muestran anormalidades cromosémicas y un tipo de cambio
cromosémico observado en las células cancerosas es la translocacién que se
caracteriza por el desprendimiento de una fraccién de un cromosoma que se une a otro
cromosoma. Si a su vez el segundo cromosoma cede material al primero se dice que la
translocaciéon es 'reciproca'. Se han encontrado translocaciones caracteristicas en
diversas células tumorales.

Los cambios citogenéticos son tipicos del cdncer y mucho mas frecuentes en
estadios tardios o invasivos que en estadios tempranos del desarrollo tumoral. Hasta
ahora la mayor parte de los estudios citogenéticos basados en la progresion tumoral se
han relacionado con las leucemias. Otro mecanismo importante para la sobreexpresién
es la amplificacién génica, un proceso raro o inexistente en las células normales, pero
que algunas veces resulta frecuente en las células cancerosas. Los segmentos
amplificados de DNA a menudo se detectan como dos tipos de cambio citogenético,
diminutos dobles (cromosomas accesorios muy pequefios) y regiones homogéneamente
tefidas (HSR), que no se bandean de forma normal y contienen mdltiples copias
amplificadas de un segmento particular
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de DNA. Aln no se entiende cémo y porqué se producen los diminutos dobles y las
HSR, pero se sabe que las regiones amplificadas incluyen copias adicionales de
protooncogenes con efectos en el crecimiento celular. Un aspecto importante del inicio
y progresién de la carcinogénesis por protooncogenes activados es que la mutacion de
un solo gen parece incapaz de provocar la transformacién; mds bien, parece que se
requieren de genes separados con efectos complementarios. La transformacién maligna
constituye un proceso de eventos multiples que no se logra con un solo paso.

Cuando se considera el papel de los oncogenes en el céncer, es importante
tomar en cuenta que la activaciéon de oncogenes no es la Unica via de malignidad. Es
probable que su activacién, por lo menos en algunos casos, sea sélo un efecto
secundario relacionado con la transformacién, més que un fenémeno causal.

1.2.1 Factores de crecimiento

Existen varios factores de crecimiento polipeptidicos que estimulan la
proliferacién de las células normales y se sospecha que muchos de ellos intervienen en
el origen del tumor. Las mutaciones de los genes que codifican los factores de
crecimiento pueden convertirlos en oncogénicos. Asf sucede con el protooncogén c-sis,
que codifica la cadena B del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (FDGV).
Este oncogén se descubrié primero como oncogén viral contenido en v-sis.
Posteriormente se comprobd que varios tumores humanos, producen PDGF. Ademds,
parece que el mismo tumor expresa también receptores para el propio PDGF,
sometiéndose a una estimulacién autocrina. Aunque se considera que es un elemento
importante en la patogenia de varias neoplasias, en la mayoria de los casos el gen del
factor de crecimiento no esta alterado ni mutado. Por el contrario, lo mas frecuente es
que los productos de otros oncogenes, por ejemplo ras (situado a lo largo de la via de
transduccién de sefiales), induzcan una expresién excesiva de los genes de los factores
de crecimiento, forzando a las células a secretar grandes cantidades de factores de
crecimiento, tales como el factor transformador de crecimiento a (TGF-a), que esta
relacionado con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y que induce la proliferacién
uniéndose a su receptor. En los carcinomas que expresan niveles elevados de
receptores del EGF suele detectarse TGF-a.

Ademds de c¢-sis en varios fumores mamarios por ejemplo, hay activacién de
un grupo de oncogenes relacionados entre si (Ast-7 y hst-2) que codifican proteinas
homélogas a los factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF); los melanomas
humanos expresan bFGF, un miembro de la familia de los factores de crecimiento de
los fibroblastos que sin embargo, no es expresado por los melanocitos normales. Los
carcinomas de células pequenias del pulmén producen péptidos similares a aquellos
que estimulan su proliferacién.?
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1.2.3 Receptores de los factores de crecimiento

En el siguiente grupo en la cadena de la transduccién de la sefial intervienen los
receptores de los factores de crecimiento. Para comprender la forma en que la
mutacién afecta a la funcién de los mismos, debe recordarse que varios receptores de
los factores de crecimiento son proteinas transmembranales con un ligando de unién
situado fuera de la célula y un dominio intra citoplasmatico formado por firosina-
cinasa. En las formas normales de estos receptores, la actividad cinasa sufre una
activacién transitoria cuando el receptor capta a su factor de crecimiento especifico, a
lo que sigue rdpidamente la dimerizacién del receptor y la fosforilacién por la tirosina
de varios sustratos que forman parte de la cascada de la mitosis u ofras vias. Las
versiones oncogénicas de estos receptores sufren dimerizacién y activacién persistentes
sin necesidad de unirse al factor de crecimiento correspondiente. De esta forma, el
receptor mutante libera hacia la célula continuas sefiales que estimulan la mitosis.

En los tumores humanos, la activacién de los factores de crecimiento se
produce a través de varios mecanismos, entre los que se encuentran mutaciones,
reordenamientos de los genes o su expresién excesiva.

Mucho més frecuente que las mutaciones de estos protooncogenes es la
expresiéon excesiva de formas normales de receptores de factores de crecimiento. Los
que se afectan con mayor frecuencia son tres miembros de la familia de receptores del
EGF.? En algunos casos, el aumento de la expresion del receptor provoca la
amplificacién del gen. En la mayoria de los casos restantes, se desconoce la base
molecular que justifica el aumento de la expresién del receptor. Por el contrario, el gen
c-erb B2 (también llamado c-ned), el segundo miembro de la familia de receptores del
EGF se halla amplificado en un alto porcentaje de adenocarcinomas humanos de la
mama, de ovario, de pulmén o de estbmago. En los cdnceres de mama también se
observa sobrexpresion de un tercer miembro de la familia de receptores del EGF, c-erb
B3. Podria sospecharse que los tumores que muestran una expresion excesiva de los
receptores de factores de crecimiento, por ejemplo de c-erb B2, deberian ser muy
sensibles a los efectos estimulantes del crecimiento de una pequefia cantidad de los
factores implicados, lo que los haria més agresivos. La observacién de que la existencia
de concentraciones elevadas de proteina c-erb B2 en las células del cdncer de mama
es una sefial de mal prondstico respalda esta hipétesis.

1.3 Genes supresores de tumor

Mientras los productos de protooncoogenes promueven el crecimiento, los
productos de los genes supresores de tumor normalmente bloquean el crecimiento
anormal y la transformacién maligna y contribuyen al proceso maligno solo cuando se
pierden la funcién de ambos alelos. Es decir, en contraste con las mutaciones en
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protooncogenes que son dominantes en su accién, las mutaciones en los genes
supresores de tumores son recesivas.

La formacién de un tumor, no sélo requiere la activacién de un protooncogén
o la pérdida de funcién de ambos alelos de un gen supresor de tumor, el desarrollo de
enfermedad maligna, constituye un proceso de mdltiples etapas que incluye una
sucesién de cambios genéticos en la poblacién celular del tumor en desarrollo.

Uno de los hallazgos con respecto a la progresion tumoral es que la pérdida o
inactivacién del mismo gen puede contribuir al desarrollo de varios cénceres. Por
ejemplo, el gen p53, que se localiza en el cromosoma 17p13 falta o es anormal en
célulos de cdnceres esporadicos de pulmén o mama. Aunque adn no es clara la
sucesién completa de cambios genéticos secundarios y su papel en la progresién
tumoral, es obvio que se requieren varias mutaciones en diferentes loci para que un
tumor alcance su potencial completo de malignidad. Debido a que los genes
supresores de tumor y sus productos son por naturaleza protectores frente al cancer, se
espera que su comprensién finalmente lleve a mejorar los métodos de terapia
anticancerosa.

Céncer de mama
2.1 Cancer de mama familiar

Durante mucho tiempo se ha reconocido que el cdncer de mama posee un
fuerte componente genético.® El riesgo de una mujer de sufrir este tipo de cdncer se
incrementa hasta tres veces si un familiar en primer grado estd afectado y hasta 10
veces si mds de un familiar de primer grado presenta la enfermedad. Estos riesgos
familiares aumentan incluso si el inicio de la alteracién en la paciente es a los 40 afios
de edad o antes. Aunque un 20% de todos los casos de cancer de mama pueden tener
un componente genético significativo como parte de un modo de herencia poligénico o
multifactorial, una pequefa proporcién de casos parecen deberse a predisposicién
mendeliana heredada con cardcter dominante. Estas familias comparten caracteristicas
tipicas de cdncer familiar (en comparacién con el esporddico): multiples mujeres
afectadas, edad de inicio mds precoz, enfermedad bilateral frecuente e incidencia
incrementada en cdncer de mama en varones.

Los estudios poblacionales han indicado que del 2 al 5% de los casos de
céncer de mama se deben a herencia de un gen de susceptibilidad principal. Los
estudios de ligamiento genético en familias con cancer de mama de inicio precoz han
localizado un gen dominante para la susceptibilidad incrementada a esta enfermedad
en el brazo largo del cromosoma 17. Este alelo de susceptibilidad presenta una
frecuencia estimada de 0.003. De este modo, puede calcularse que la frecuencia de
portadores femeninos es de alrededor del 1%. Estos estudios indican también que la
susceptibilidad del cdncer de mama es genéticamente heterogénea:
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uno o més genes deben participar en el cdncer de mama familiar de inicio tardio, ya
que estas familias no muestran ligamiento con el locus en el cromosoma 17q. La
deteccién presintomdtica de mujeres con riesgo de desarrollar cancer de mama como
resultado de cualquiera de estos genes de susceptibilidad constituye un objetivo
importante de las investigaciones actuales, tanto en casos familiares como en el gran
nimero de casos esporédicos.

2.2 Factores de riesgo de cancer de mama

El cdncer de mama es la neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia en las
mujeres norteamericanas y la segunda causa mds frecuente de muerte por cdncer.’
Durante las ¢ltimas décadas se ha registrado un aumento bastante estable e importante
de la incidencia de la enfermedad. Los datos recopilados entre 1988 y 1990 indican
que el riesgo de desarrollar cdncer de mama a lo largo de la vida es del 12.2% o de
una por cada ocho mujeres.® La historia natural del cdncer de mama se caracteriza por
la larga duracién y la heterogeneidad entre las pacientes. En la actualidad se puede
esperar que alrededor de la mitad de las pacientes diagnosticadas de cancer de mama
viva el resto de sus vidas sin recurrencia, y una tercera parte morird a causa de la
enfermedad. El riesgo de muerte por cdncer de mama a lo largo de la vida es de 3.6%
o de una por cada 282. La relativa constancia de la mortalidad, a pesar del aumento
de la incidencia puede deberse a los mejores resultados secundarios en la deteccién
precoz y a los avances en el tratamiento, ademds del aumento de una forma més
benigna de la enfermedad.®

Se han identificado numerosos factores de riesgo que se asocian a un mayor
riesgo de céncer de mama. Estos pueden agruparse en factores genéticos y familiares,
factores hormonales, factores dietéticos, enfermedad benigna de la mama y factores
ambientales . Sin embargo a pesar del reconocimiento de estos factores de riesgo,
alrededor del 50 % de las mujeres que desarrollan cdncer de mama no tienen factores
de riesgo identificable, aparte del hecho de ser mujeres y de envejecer.”

2.2.1 Factores genéticos y familiares

Estudios llevados a cabo por Broca en el siglo XIX® establecieron que el cancer
de mama puede seguir un patrén de aparicién familiar en el 5 al 10% de los casos.
Ademds , se ha observado que familias con una incidencia muy alta en la enfermedad
presentan a veces una incidencia elevada de otros tipos de cdncer, como el de ovario.
Se propuso la hipdtesis de que esas familias heredaran un alelo codificante de un gen
supresor tumoral defectuoso o ausente.

El primer gen supresor tumoral con herencia demostrada en el céncer de
mama se denominé pS3 . El estudio del gen p43 ha proporcionado importantes
conocimientos en muchas dreas de la biologia del cancer. Cuando p53 experimenta
alguna mutacién, aumenta su estabilidad y sus propiedades reguladoras  sufren
alguna alteracién radical. La mutacién puede conceder la
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pérdida de la actividad supresora tumoral o bien la ganancia de funcién promotora
tumoral, o ambas.

El producto génico no mutado es una proteina de fijacién del DNA oligomérica
que actta desencadenando respuestas celulares ante la lesién del DNA y a la cual se le
ha denominado “guardidn del genoma”.

Desde hace tiempo se ha reconocido a la historia familiar de cdncer de mama
como un factor de riesgo de la enfermedad. La identificacién del gen brca-7° que
cuando experimenta una mutacién se asocia a un riesgo elevadisimo de desarrollo de
céncer de mama, ha ofrecido nuevas perspectivas del riesgo de padecer céncer de
mama. En la actualidad parece que existen dos tipos de riesgo de cdncer de mama
asociados a una historia familiar de dicho cdncer. El cdncer de mama hereditario,
debido a la herencia de una mutacién en una linea germinal especifica de un gen
supresor tumoral procedente de familiares maternos o paternos, es poco frecuente,
estimdndose que corresponde del 5 al 10 % de los casos de cdncer de mama de
transmisién genética en mujeres con varios familiares con cdncer de mama
(generalmente més de tres), especialmente de ovario. El riesgo de cancer de mama de
transmisién genética varia con la edad de comienzo de la enfermedad, considerdndose
que un 33% de las mujeres diagnosticadas antes de los 30 afios son portadoras de un
gen anormal , en comparacién con el 13% de las diagnosticas entre los 40 y los 49
afios y sélo el 1% de las mujeres de 80 afios o mds.'® En la mayor parte de las mujeres
con una historia familiar de céncer de mama, la enfermedad no estd ligada a una
mutacién de la linea germinal en un gen supresor tumoral, y el nivel de riesgo es
mucho menor. El riesgo de desarrollar cdncer de mama aumenta en 1.5 a 3 veces
cuando la madre o una hermana tiene la enfermedad. En la mayor parte de las mujeres
con una historia familiar, el riesgo de desarrollar la enfermedad a lo largo de la vida
no supera el 30%.

Los genes de susceptibilidad al cdncer de mama parece que se transmiten de
manera autosémica dominante. En la actualidad se ha comprobado que mutaciones
del brca-1, brca-2y del gen supresor tumoral p53 son portadores de un riesgo muy
aumentado de cdncer de mama, es probable que en el futuro se identifiquen otros
genes de susceptibilidad al cdncer. Las mutaciones de la linea germinal del gen brca-7,
localizado en el cromosoma 17g21, se asocian a un riesgo de cdncer de mama del
50% a los 45 afios y del 85% durante toda la vida.'' Ademds, el riesgo de un segundo
céncer de mama primario es del 65% para las portadoras del gen brca-7 mutado que
viven a los 70 afios. En las familias de alto riesgo se han caracterizado més de 80
mutaciones diferentes del brca-7."

El brca-7 es un gen grande y todavia no es seguro que todas la mutaciones
supongan el mismo riesgo. La consecuencia de las mutaciones que se producen en
ausencia de una historia familiar firme de la enfermedad es también dudosa. Sin
embargo, un informe reciente indica que el producto genético brca—7
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tiene una localizacién subcelular  aberrante en muchos  cdnceres de mama que
no son portadores de mutaciones de la linea germinal del brca- 7" lo que indica que
el papel que desempefa este gen en la patogenia del cdncer de mama es mayor de lo
esperado inicialmente.

Se ha identificado un segundo gen brca-2 en el cromosoma 13 que se asocia
a una aparicién precoz del cancer de mama. El nivel de riesgo del cdncer de mama
con mutaciones del brca-2 es similar al observado con el brca-7. Las mutaciones del
brca-2 conceden también un mayor riesgo de cancer de mama masculino. El cdncer de
mama se observa también formando parte de otros sindromes familiares, en los que a
su vez, participan diferentes genes (Tabla No. 2), como en el sindrome de Li-Fraumeni,
el sindrome de Cowden, el sindrome de Muiry la ataxia telangiectasia.'

Tabla No. 2. Defectos genéticos en el cancer de mama

Genes del cdncer de mama familiar establecidos

Gen Enfermedad

P53 Sindrome de Li-Fraumeni de varios canceres hereditarios
brca-1 Cdnceres familiares de mama y ovario en la mujer
brca-2 Cdnceres de mama familiares en mujeres y varones

Genes de progresion del céncer de mama establecidos

Gen Clase Funcién
myc Oncogén Regulador del ciclo/muerte celular
p53 Gen supresor Regulador del ciclo/muerte  celular/

reparacion del DNA

2.2.2 Factores hormonales

El cdncer de mama tiene una relacién clara con hormonas, y numerosos
estudios han relacionado la incidencia de céncer de mama con la edad de la
menarquia, de la menopausia y del primer embarazo. La incidencia del cancer de
mama especifica por edad aumenta a gran velocidad con la edad hasta el momento de
lo menopausia, y después la velocidad de aumento se hace mds lenta, hasta llegar a
una sexta parte de la observada en el periodo premenopdusico.

La exposicién intrauterina a concentraciones elevadas de estrégenos puede
aumentar el riesgo de céncer de mama.'” La edad en el momento de la menarquia y el
establecimiento de ciclos ovulatorios regulares parece que presenta una asociacion
fuerte con el riesgo de céncer de mama.' La edad en el momento de la menopausia
es otro factor de riesgo; el riesgo relativo a desarrollar cdncer de mama en una mujer
con menopausia natural antes de los 45 afos es la mitad que el de las mujeres en las
que la menopausia se produce después de los 55 afios.”” A partir de estos datos,
parece probable que la duracién total de la vida menstrual sea un factor importante en
el riesgo de cdncer de mama.
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La paridad y la edad del primer embarazo son otros factores que influyen en el
riesgo de éste cdncer, las mujeres nuliparas tienen un mayor riesgo a desarrollar cdncer
de mama que aquellas que hayan tenido hijos, con un riesgo relativo aproximado de
1,4.'8 El efecto del embarazo a término varia con la
edad del primer embarazo, presentando las mujeres cuyo primer embarazo a término
tuvo lugar después de los 30 afos un aumento de 2 a 5 veces en el riesgo de cdncer
de mama.

El tejido mamario puede experimentar diferenciacién debido a los cambios
hormonales durante el embarazo, y parece que estas células diferenciadas tienen
menos probabilidades de experimentar transformacién maligna, aunque por otro lado,
la persistencia de los cambios en los niveles hormonales después de un embrazo puede
alteara la velocidad proliferativa del tejido mamario.

El efecto de las hormonas exdgenas, en forma de tratamiento de sustituciéon
hormonal a base de estrégenos, ha sido ampliamente estudiado, mostrando aumentos
pequefos en el riesgo, pero estadisticamente significativos para las consumidoras.'” En
estos estudios, parece que el riesgo aumenta con la duraciéon del consumo de
estrégenos.

2.2.3 Factores ambientales

La exposicién a radiacién ionizante, como aquella que resulta de métodos
diagnésticos y terapéuticos aumenta el riesgo de cdncer de mama. La exposicién a
radiacién después de los 40 afos produce un aumento minimo del riesgo, mientras
que la exposicién a edades tempranas lleva consigo el mayor riesgo. Otros factores
ambientales, tales como la exposicién a campos electromagnéticos o a pesticidas
organoclorados, pueden elevar el riesgo de cdncer de mama, pero son necesarios
nuevos datos antes de considerarlos concluyentes.?

2.3 Tumores malignos de la mama
2.3.1 Carcinoma in situ
e  Carcinoma ductal in situ

El carcinoma ductal in sity; también llamado carcinoma intraductal o no
infiltrante, es una proliferacién de células epiteliales malignas limitadas a los conductos
y lobulillos mamarios, sin indicios demostrables de invasién a través de la membrana
basal hacia el estroma circundante.

Es una entidad clara tanto en cuanto a su presentacién clinica como en cuanto
su potencial biolégico a partir del carcinoma lobulilllar /n  sifu. Antes, el carcinoma
ductal /n sitv era una lesién poco frecuente que se trataba habitualmente con
mastectomia, prestdndose escasa atencién a la definicién de su historia natural o a la
investigacién de tratamientos locales alternativos.
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La utilizacién generalizada de la deteccidn selectiva con mamografia ha
conseguido un importante aumento de la tasa de deteccién de carcinoma ductal /n
situ,?" y la aceptacién de tratamientos conservadores de la mama para el tratamiento
del carcinoma invasivo ha planteado dudas acerca de la necesidad de realizar
mastectomias de forma habitual en lesiones que solamente son precancerosas. Esta
combinacién de factores ha convertido al tratamiento del carcinoma ductal in sitv en
uno de los temas mds debatidos en las enfermedades de la mama actualmente.

El carcinoma ductal in situ tiene diversas formas de presentacién clinica (Fig.
No. 3a). Antes, la mayor parte de los carcinomas ductales /n sifv eran macroscépicos o
palpables. Sin embargo, el carcinoma ductal /n sifu se puede presentar también en
forma de secrecién patalégica por el pezén, con presencia de masa o sin ella, como
enfermedad de Paget del pezén o se puede identificar como un hallazgo accidental en
lo biopsia de mama realizada por ofra anomalia.

Este suele aparecer en forma de microcalcificaciones agrupadas, aunque
masas no palpables pueden corresponder también al carcinoma ductal /in situ. En
muchos informes de biopsias dirigidas por mamografia, los carcinomas ductales in sifu
suponen el 50% o més de los procesos malignos identificados.

El carcinoma ductal in situ es heterogéneo en cuanto a su histopatologia, su
extension y su comportamiento biolégico. Basdndose principalmente en el patrén de
crecimiento, el carcinoma ductal in sifu se puede clasificar en subtipos comedo y no
comedo (cribiforme, micropapilar, sélido. (Fig. No. 4a)

En comparacién con los subtipos no comedo, parece que el tipo comedo tiene
una mayor malignidad citolégica, una mayor tasa proliferativa determinada por
estudios de marcado con timidina, mayores probabilidades de asociarse a dreas de
micro invasién y presenta con mayor frecuencia marcadores biolégicos como
aneuploidia, sobreexpresién de los onocogenes her 2/ neu (C-erbB-2), ciclina D1 y
p53, ausencia de expresién de bcl-2 y angiogénesis.?? También es posible que con més
experiencia, estos u ofros marcadores lleguen a ser Utiles para distinguir al carcinoma
ductal /n situ de las lesiones proliferativas  benignas de la mama, como la hiperplasia
atipica.

La presentacién mamogréfica de los dos tipos del carcinoma ductal in sifu
también es diferente. El subtipo comedo se asocia con mayor frecuencia a
microcalcificaciones granulares gruesas, mientras que el tipo no comedo se asocia con
mayor frecuencia a microcalcificaciones granulares finas.

Las estimaciones del tamafo del tipo comedo realizadas por mamografia se
aproximan bastante al tamafio histolégico del tumor, mientras que las estimaciones del
tamafio del tipo no comedo basadas en la magnitud de las microcalcificaciones
pueden ser considerablemente menores al tamafio histolégico cuando se utiliza la
mamografia de dos proyecciones .
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La utilizacién de la mamografia ampliada mejora significativamente la
estimacién del tamafo en el caso del carcinoma ductal /n situ tipo no comedo. Se han
propuesto nuevos sistemas de clasificacién que utilizan una combinacién de forma,
grado nuclear y necrosis,”® pero los méritos de estos sistemas en la prediccién del
comportamiento biolégico del carcinoma ductal in sifu todavia tienen que demostrarse.

Un problema importante en el tratamiento del carcinoma ductal /in situ es el
riesgo de progresién a carcinoma invasivo (de un 30% a 10 afios, aproximadamente),
lo mayor parte de estos cdnceres invasivos, se localizan en el lugar donde se realizé
una biopsia clasificada en un principio como benigna; o bien cerca de ella. (Fig. No.

3b)
e Carcinoma lobulillar /in situ

El carcinoma lobulillar in sifu, a diferencia del carcinoma ductal in situ, carece
de signos clinicos y mamogrdficos. El carcinoma lobulillar /n situ, se caracteriza
microscépicamente una proliferacién  sélida de células pequefias con nicleos
pequefos, uniformes y redondos u ovales. (Fig. No. 3c) Las células tienen una tasa
proliferativa baja, habitualmente son positivas para receptores de estrégenos y rara vez
presentan sobreexpresién del oncogén herZ/nev.?*?°

El carcinoma lobulillar /n situ es multicéntrico en el 60 al 80% de los casos, y
con frecuencia es bilateral.?* Se desconoce la incidencia real de carcinoma lobulillar in
situ en la poblacién general, y la incidencia comunicada en las muestras de biopsia
oscila entre el 0.5 y el 3.6%.?” El carcinoma lobulillar in situ se diagnostica con mayor
frecuencia en mujeres jévenes que en mujeres de edad avanzada, con una edad media
en el momento del diagnéstico entre los 44 y los 46 afos. Esta distribucién de edades
puede deberse a la regresién del carcinoma lobulillar /n situ después de la menopausia
o puede reflejar simplemente el hecho de que las anomalias benignas de la mama que
exigen biopsia son mas frecuentes en mujeres premenopdusicas.

La frecuencia con la que se diagnostica el carcinoma lobulillar /n sifu ha
aumentado?® debido en gran parte al mayor nGmero de biopsias de mama asociadas a
la mayor utilizacién de la mamografia para deteccién selectiva. Es posible que el mayor
reconocimiento del carcinoma lobulillar /7 sitv como entidad patolégica haya
contribuido a este aumento. Estudios previos han abordado el riesgo posterior de
cancer de mama en pacientes con un diagndstico de carcinoma lobulillar /n sitv
después de realizar sélo una biopsia.? Estos estudios demuestran que la mayor parte
de los canceres posteriores son de tipo ductal invasivo, correspondiendo los carcinomas
lobulillares infiltrantes sélo a una minoria.

Una opcién de tratamiento para las mujeres con carcinoma lobulillar in situ es
una observacién atenta, igual que se harfa en mujeres con alto riesgo conocido
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de cancer de mama por una historia familiar o personal previa de cancer de mama.

De hecho, el riesgo de presentar cdncer de mama del 1% al afo,
aproximadamente, en mujeres con carcinoma lobulillar /n sifu es muy similar al riesgo
de céncer de mama contralateral en una mujer que ha presentado enfermedad
unilateral. Una opcién alternativa en mujeres que no estédn dispuestas a aceptar el
riesgo asociado a una politica de observacién atenta es la mastectomia simple
profildctica bilateral, habitualmente con reconstruccién inmediata. Las estrategias de
tratamiento dirigidas a una mama, como la mastectomia unilateral con biopsia
contralateral, carecen de légica, puesto que el riesgo de cancer posterior es bilateral.
Cuando se elige una observacién atenta no es necesaria una extirpacién quirdrgica
amplia con mdrgenes histolégicamente negativos, ya que se sabe que el carcinoma
lobulillar /n sifu es una lesién multifocal y no una lesién precursora. De igual forma, la
radioterapia no es aplicable al tratamiento del carcinoma lobulillar in sifu, por lo
general, se recomienda que las mujeres sean sometidas a exploracién de la mama a
intervalos de cuatro a seis meses y que se realicen mamografias anualmente. La
observacién detenida se prolongaré durante toda la vida de la paciente, ya que el
mayor riesgo persiste de manera indefinida.*

Los intentos por identificar caracteristicas del carcinoma lobulillar in situ
asociadas a una mayor probabilidad de presentar enfermedad maligna han fracasado
en su mayor parte. No se han identificado factores anatomopatolégicos predictivos de
la aparicién posterior de cdncer invasivo.®' (Fig No. 3d) La eleccién entre observacién
atenta y mastectomia profiléctica bilateral sélo podrén realizarla las pacientes que
comprendan perfectamente los riesgos y las ventajas de las opciones de tratamiento.

2.3.2 Tumor filoides

El t¢rmino tumor filoides abarca a un grupo de lesiones de potencial maligno
variado, que van desde tumores completamente benignos hasta sarcomas de gran
malignidad. Clinicamente, los tumores filoides son lesiones lisas, redondeadas y
multilobulares que resultan imposibles de distinguir de los fibroadenomas. Se observa
ulceracién en la piel por tumores de gran tamafio, aunque esto suele deberse a
necrosis por presién mds que por invasion de la piel por células malignas.

Los tumores filoides se consideran como benignos o malignos segin la
naturaleza del tumor (agresivo o infiltrativo) y la presencia de actividad mitética y de
crecimiento exagerado del estroma. El porcentaje de tumores filoides malignos oscila
entre el 23 y el 50%. Se encuentra metdstasis axilar en menos del 5% de los casos, pero
de existir se rd un signo de mal prondstico. Lo mas frecuente es que las metéstasis sigan
el patrén observado en los sarcomas; siendo el pulmén la localizacién mas frecuente.
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2.3.3 Angiogénesis y metdstasis

El acontecimiento final que conduce a la mortalidad por cédncer de mama es la
aparicién de metdstasis. Ademds de los mecanismos de proliferacién disregulada, se
producen otros dos procesos celulares diferentes, pero aparentemente interactivos, que
permiten la aparicién de metdstasis de la enfermedad. Adn no se sabe si bajo estas
alteraciones se encuentran alteraciones genéticas o fenotipicas. Sin embargo, se han
propuesto varios determinantes moleculares para relacionar cada proceso. Durante la
diferenciacién parece que la pérdida de unién entre las células, la alteracién de lo
unién del sustrato celular y de la organizacién citoesquelética desempefnan algin

papel.

Durante la producciéon de la metdstasis se consideran esenciales las tres
influencias, pero también es necesaria la movilidad celular, protedlisis y la capacidad
para sobrevivir y proliferar en zonas alejadas. Mientras que la adquisicién de éste grupo
de caracteristicas es responsable de la invasién local del tejido del huésped por el
cancer, la capacidad de un tumor para distribuirse por zonas alejadas exige también la
aparicié de alguna vascularizacién tumoral; el complejo proceso de la angiogénesis.

(Fig. No. 4b)

El proceso de la angiogénesis ha generado gran interés, dado que los vasos
sanguineos existentes deben proliferar y después invadir el drea tumoral a medida que
el tumor prolifera e invade. La cuantificacién de los vasos sanguineos en el drea de
tumores mamarios /n situ tiene importancia prondstica y estd relacionada con la
capacidad metastdsica del tumor.

Inicialmente, el proceso metastdsico se caracteriza por invasién local, con
emigracién local a través de la membrana basal y hacia el drea del estroma.
Probablemente esta transiciéon depende de la protedlisis local y de la motilidad delas
células tumorales.

2.4 Evaluacién clinica y clasificacion en estadios

La evaluacién previa al tratamiento de la paciente con cdncer de mama
deberfa determinar el estadio clinico de la enfermedad e identificar las contradicciones
del tratamiento conservador de la mama o de la reconstruccién inmediata de la misma.
En la Tabla No. 3 se mencionan los componentes de la exploracién fisica de la mama.

Tabla No. 3. Componentes de la evaluacién clinica del cdncer de mama mediante exploracién fisica.

Masa en la mama  Tamafo, localizacién, fijacién a la piel, musculo y consistencia.
Cambios de la piel  Eritema, edema, nédulos satélite y ulceracién.
Cambios del pezén  Retracciéon, cambios del pezén y secrecién.

Ganglios Axilares, supraclaviculares, infraclaviculares.
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Fig. No. 3 Carcinoma ductal in sifu y carcinoma lobulillar /n sitv. Formas invasivas y no invasivas.
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Fig. No 4a. Subtipos de crecimiento celular no invasivo.
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Fig. No. 4b. Invasién linfética y vascular.

A Células ductales normales
B Células cancerosas

C Membrana

D Canal linfdtico

E Vaso sanguineo

F Tejido mamario

25



Cdncer de mama

La clasificacién en estadios se refiere al agrupamiento de las pacientes segin
lo extensién de la enfermedad. Tiene utilidad para:

1) determinar la eleccién de tratamiento de manera individualizada
2) para estimar su prondstico y
3) para comparar los resultados de diferentes programas de tratamiento.

La clasificacién en estadios se puede basar en hallazgos clinicos o
anatomopatolégicos. Actualmente, la clasificacién en estadios de cdncer estd
determinada por el American Joint Committee on Cancer (AJCC). El sistema del AJCC
es un sistema de clasificacién en estadios clinicos y anatomopatolégicos y estd basado
en el sistema TNM, en el que T se refiere a tumor, N a ganglios linfdticos y M a
metdstasis.

La IV edicién, publicada en 1992,%? presenta diferencias importantes con
respecto a versiones anteriores y posteriores y sus diferencias y consecuencias se
comentardn mds adelante. La clasificacién clinica en estadios (denominada  cTNM o
TNM) segin el sistema del AJCC de 1992, se basa en toda la informacién disponible
inmediatamente antes de instaurar el primer fratamiento definitivo e incluye los
hallazgos de la exploracién fisica, de los estudios por imagen, los hallazgos quirtrgicos
y la exploracién anatomopatolégica de la mama o de otros tejidos.

La extension de tejidos sometidos a estudios anatomopatolégico para la
clasificaciéon en estadios clinicos es inferior a la necesaria para la clasificaciéon en
estadios anatomopatolégicos. Los hallazgos quirdrgicos adecuados para la
clasificacién en estadios clinicos incluyen el tamafo del tumor primario, la presencia de
invasién de la pared del térax y la presencia o ausencia de metdstasis regionales o a
distancia. El estadio clinico es Gtil para seleccionar y evaluar el tratamiento.

La clasificacién en estadios anatomopatolégica (que se denomina pTNM)
incluye todos los datos utilizados para la clasificacién cinica en estadios y la extirpacién
quirdrgica, y también la exploracién anatomopatolégica del carcinoma primario y los
ganglios linfanticos axilares. Cuando después de la extirpacién del carcinoma primario
se demuestra la presencia de fumor en todos los mdrgenes de extirpacién en el estudio
anatomopatolégico macroscdpico, resulta imposible su evaluacién para la clasificacién
en estadios anatomopatolégica (pTX) .Cuando se extirpan los ganglios linféticos a un
nivel inferior a los ganglios linfaticos axilares bajos (nivel 1), carece de valor para la
clasificacion en estadios anatomopatolégica (pNX).
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Tabla No. 4 Clasificacién en estadios del cdncer de mama (AJCC, 1992)*

DEFINICIONES DEL TNM

Tumor primario

Tx No se puede valorar el tumor primario
TO Ausencia de indicios del tumor primario
Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal, carcinoma lobulillar in situ o enfermedad de Paget del pezén sin
tumor
Tl Tumor de 2 cm o menos en su mayor dimensién
Tla 0,5 cm o menos
Tlb Més de 0,5 cm, pero con un méximo de 1 cm en su mayor dimensién
Tle Més de 1 cm, pero con un méximo de 2 cm en su mayor dimensién
T2 Tumor mayor de 2 cm, pero no superior a 5 cm en su mayor dimensién
T3 Tumor mayor de 5 cm en su mayor dimensién
T4 Tumor de cualquier tamafo con extensién directa a la pared del térax o la piel
T4a Extensién a la pared del térax
T4b Edema (incluida piel de naranja), ulceracién de la piel de la mama o nédulos cutdneos satélites limitados a la
misma mama
T4c Ambos (T4a y T4b)
T4d Carcinoma inflamatorio

Afectacién ganglionar regional

Clinica

Nx No es posible valorar los ganglios linféticos regionales (p.ej., extirpados anteriormente)
NO Ausencia de metéstasis ganglionares regionales

N1 Metéstasis a ganglios axilares ipsilaterales desplazables

N2 Metéstasis a ganglios linféticos axilares ipsilaterales fijados entre ellos o a otras estructuras
N3 Metéstasis a gangliosf linféticos mamarios internos ipsilaterales

Anatomopatolégica

pNx No hay posibilidad de valorar, las metéstasis a los ganglios Enféticos regionales
pNO Ausencia de metéstasis aganglios linféticos regionales
pN1 Metéstasis a ganglios axilares ipsilaterales desplazales
pN1a Sélo micrometéstasis (ninguna de més de 0,2 cm)"
pN1b Metéstasis a ganglios linféticos, alguna de més de 0,2 cm
pN1bi  Metdstasis en uno a tres ganglios linféticos, alguno de mds de 0,2 cm en su mayor dimensién
pN1bii  Metdstasis en cuatro o més ganglios linféticas, alguno de més de 0,2 cm y todos menores de 2cm en su mayor
dimensién
pN1biii  Extensién del tumor més allé de la cpsula de una metéstasis ganglionar inferior a 2 cm en su mayor dimensién
pNTbiv  Metdstasis a un ganglio linfatico de 2 cm o mds en su mayor dimensién
pN2 Metdstasis a ganglios linféticos axilares ipsilaterales fijados unos a otros o a otras estructuras
pN3 Metéstasis a ganglios linféticos mamarios internos ipsilaterales

Metdstasis a distancia

Mx No se puede valorar la existencia de metdstasis a distancia
MO Ausencia de metéstasis a distancia
M1 Metéstasis a distancia (incluyendo metdstasis a ganglios supraclaviculares ipsilaterales)

AGRUIPAMIENTO EN ESTADIOS

Estadio O Tis, NO,MO
Estadio | T1, NO, MO
Estadio IA TO, N1, MO
T1, NO, MO
T2, N1, MO
Estadio 1B T2, N1, MO
T3, NO, MO
Estadio-IlIA  TO.N2, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N1, MO
T3, N2, MO
Estadio IlIB T4, cualquier N, MO
Cualquier T, N3, MO
Estadio IV Cualquier T, cualquier N, M1
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La presencia de nédulos metastésicos en la grasa situada junto al  carcinoma
mamario, sin indicios de tejido ganglionar residual se considera como metdstasis
ganglionares regionales. El estadio anatomopatolégico ofrece los datos mds precisos
para estimar el pronéstico y calcular los resultados finales. En la Tabla No. 4 se
muestra el sistema de clasificacién en estadios en su IV edicién, existen varias reglas y
definiciones importantes que deben utilizarse en el sistema de clasificacion en estadios:

Tamario cT. La determinacién clinica utilizada para clasificar el tumor primario
deberia ser la que se considere més precisa. (p. ej. exploracién fisica o mamografia)

Tamaro pT. El tamafo anatomopatolégico del tumor consiste en una
determinacién del componente invasivo. En concreto, cuando existe un gran
componente /n sifu y un componente invasivo pequefio, el tumor se clasifica segin el
tamafio del componente invasivo.

En el caso de varios cdnceres simultdneos, infilfranfes, que se pueden medir
macroscdpicamente se debe utilizar la lesién de mayor tamafio para clasificar el estadio
T y especificar que se trata de un caso de lesiones mdltiples. Estos casos deberian
analizarse por separado.

Los cdnceres de mama bilaterales simultdneos deben clasificarse en estadios
por separado.

La enfermedad de Paget del pezén sin masa tumoral asociada (clinica) ni
carcinoma invasivo (anatomopatolégica) se clasifica como Tis. Si se presenta masa o
componente invasivo, se clasifica segin el tamafo de la masa o del componente
invasivo.

La retraccién del pezdn o cualquier otra alteracion de la piel , excepto las  que
se describen en T4b y T4d, pueden aparecer en T1, T2 o T3 sin cambiar la
clasificacion.

La pared del térax incluye las costillas, los mésculos intercostales, pero no los
musculos pectorales.

£l carcinoma inflamatorio es una entidad caracterizada por induracién difusa
de la piel de la mama con rebordes, habitualmente sin masa subyacentepalpable.

Cuando existen dudas acerca de la categoria T, N o M correcta a la que debe

asignarse un caso determinado, deberd elegirse la categoria mds baja o menos
avanzada.
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Es importante resaltar, que el sistema del AJCC en su IV edicién, presenta
diferencias importantes con respecto a versiones anteriores en el sentido de que tiene
en cuenta toda la informacién disponible antes del momento del primer tratamiento
definitivo, incluyendo los hallazgos quirdrgicos y la exploraciéon anatomopatolégica de
lo muestra de mama extirpada con el tumor primario. En sistemas anteriores, la
clasificaciéon en estadios clinicos se limitaba a los hallazgos disponibles antes de la
cirugia, como la exploracién fisica y los estudios por imagen.

A la fecha se ha modificado el sistema hasta su VI versién (Anexo |, Tablas No.
13 y No. 14), aunque los numerosos cambios experimentados con el paso del tiempo y
su complejidad han limitado mucho su utilizacién y su utilidad. Ademds, el sistema no
incluye aspectos que se presentan actualmente a la hora de tomar una decisién clinica.
En la prdctica, la mayor parte de los especialistas utilizan simplemente el tamafio del
tumor y los hallazgos histolégicos de la diseccién axilar, que a menudo se agrupan por
razones de comodidad en negativo, 1 a 3 positivos, 4 a 9 positivos y 10 o mdés
positivos. Actualmente hay proyectos en marcha para desarrollar sistemas de
clasificacién en estadios mds Gtiles.*

Apoptosis
3.1 Historia y terminologia

En todo organismo multicelular adulto debe existir un equilibrio entre la
generacién o proliferacién y la desaparicién o muerte de las células que lo componen.
Este fenémeno no tiene lugar de una forma aleatoria, sino que se trata de un proceso
activo, bien definido genéticamente, en el que las células estdn destinadas a morir en
un tiempo fijado. Asi, los episodios que rodean a la muerte celular programada entran
a formar parte de los procesos fisiolégicos que resultan necesarios para el
funcionamiento normal de un organismo.

Durante la historia, la muerte celular fisiolégica ha sido conocida por varios
nombres. Virchow, en 1858, fue el primer investigador en describir los procesos de
muerte celular y, baséndose sélo en pardmetros macroscépicos, los definié como
degeneracién, mortificacién y necrosis.

En 1879, utilizando observaciones microscépicas se introducen los términos
Karyorhesis y Karyolysis, que hacen referencia a la desintegracién y desaparicion del
nicleo. Diez afios mds tarde, Arnheim, propone los términos piknosis y marginacién de
la cromatina. Flemming, estudiando los foliculos de los ovarios de los mamfferos,
observd y describié la desaparicién de células, denominando a este proceso
chromatolisis, término que fue reutilizado por Gréper, en 1914, como anténimo de los
procesos de mitosis.
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Pero no fue hasta 1972 cuando Kerr, Wyllie y Curie,* describieron la
existencia de al menos dos formas distintas de muerte celular: la necrética,
comUnmente répida y ocasionada por factores traumdticos y la que ellos llamaron
apoptosis, la cual es mds prolongada y morfolégicamente distinta. Actualmente se
sabe que existen una serie de diferencias morfolégicas, bioquimicas y celulares entre
ambos fipos de muerte, entre las que destaca la activacién de las caspasas. (Tabla No.

5)

El término necrosis reine los procesos violentos y catastréficos, donde la
degeneracién celular es pasiva sin un requerimiento de energia en forma de ATP.
Aparece frecuentemente como consecuencia de un dafio traumdtico o por la exposicién
a foxinas.

En ella tiene lugar la pérdida aguda de la regulacién y de la funcién celular
que conlleva un proceso osmético desmesurado y finaliza con la lisis de la membrana
celular, liberando el contenido intracelular. Este fenémeno conduce a las células
vecinas también hacia la muerte, atrayendo, al mismo tiempo, o las células
inflamatorias, lo que hace que en las dreas donde se observan células necréticas sea
frecuente encontrar nuevas células que desarrollan este tipo de muerte celular, ademds
de originar una reaccién de inflamacién y una cicatriz fibrosa que deforma el tejido y el
érgano afectado.

El segundo tipo de muerte celular es conocido como apoptosis o muerte
celular programada. En este proceso las célulos se autodestruyen sin desencadenar
reacciones de inflamacién ni dejar cicatrices en los tejidos.

La apoptosis es por tanto considerada como una muerte natural fisiolégica,
resultando en un mecanismo de eliminacién de células no deseadas, dafadas o
desconocidas y que desempefa un papel protector frente a posibles enfermedades. Las
rutas apoptéticas, por tanto, intervienen en algunos procesos fisiolégicos, como por
ejemplo en las etapas de desarrollo donde se producen células en exceso.

Tabla No. 5.- Diferencias entre los procesos de apoptosis y necrosis.

Necrosis Apoptosis
Condiciones Patolégica Fisiolégica
Alteraciones patolégicas
Tomaiio celular Edema Retraccién
Membrana citoplasmédtica Lisis, rotura Expresién de glicoproteinas

Mitocondria Hinchazén, rotura Funcional

Degradacién del DNA Aleatoria Ordenada
Requerimiento energético No Si
Reaccién inflamatoria Si No
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3.2 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

Uno de los primeros cambios morfolégicos que presentan las células que
inician el proceso apoptético consiste en la pérdida de contacto con las células vecinas
debido a una alteracién de las moléculas de adhesién de la membrana plasmdtica, en
el nicleo hay compactacién de la cromatina, lo cual forma cdmulos densos que se
segregan hacia la membrana nuclear, el DNA se fragmenta gracias a la intervencién de
las desoxirribonucleasas.

De manera andloga, el citoplasma se condensa y se forman vesiculas o
cuerpos apoptdticos que contienen restos del nicleo protegidos por la membrana
nuclear, organelos y reticulo endopldsmico.

Los cuerpos apoptéticos son fagocitados por los macréfagos, lo cual impide
qgue queden libres entre las células, es por ello que uno de los caracteristicas
fisiolégicas mds relevantes de la apoptosis es que no se libera material intracelular el
medio infersticial (Fig. No. 5).

Cambios Cambios
morfolégicos bloguimicos
Ajsiamianto Separacion de las
celular células vednas
Condensacién
de cromatina AEndonudeasas
Vacuolas
citoplasm dlicas Fragmentadon
de ADN
Fragmentaddn
nuciear Activacién
de las
Fragmentadén Caspasas
ciloplasm &fica
y formadén Expresidn
de cuerpocs de a
apoptésicos @ supericie
pora la
Fagodtosis fagocitosis

Fig. No. 5 Cambios morfolégicos durante la apoptosis

En general, durante los procesos de muerte celular se pueden distinguir dos
etapas: primero hay una fase de activacién, durante la cual la célula queda
comprometida a morir, seguida por una fase de ejecucién, en la que se pueden
observar los cambios mds dramdticos de la muerte celular. Mientras que la fase de
activaciéon presenta muchas variantes, la fase de ejecuciéon tiene caracteristicas
comunes en casi todos los tipos celulares. En la Gltima etapa de esta fase se ha
propuesto la participacién de diferentes proteasas.
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Las primeras evidencias de este tipo de muerte celular vinieron de los estudios
genéticos hechos por el grupo de Horvitz en el nematodo Caenorhabditis elegans,
donde se identificd un grupo de genes cuya expresién es esencial para la apoptosis.

Entre estos el gen ced-3 resulté codificar para una aspartil-cisteinil proteasa la
cual muestra gran similitud a la proteasa del humano ICE (responsable de la
maduracién proteolitica de la interleucina 1B).3° Posteriormente se ha descrito una
larga lista de proteasas, a las que actualmente se les denomina caspasas (cisteinil-
aspartil-acid proteinases) por tratarse de proteasas dcidas que tienen un residuo de
cisteina en el sitio activo y que reconocen un residuo de dcido aspartico en el sitio de
corte. Como muchas otras proteasas, las caspasas estdn presentes en forma de
zimégenos (procaspasas) hasta que una sefial las activa.

Los procesos apoptéticos pueden ser activados ya sea por una induccién
negativa, como la pérdida de una actividad supresora, la falta de factores de
crecimiento o la disminucién de los contactos con las células que la rodean o bien, por
una induccién positiva como es el resultado de  la unién de un ligando a un
receptor o la recepciéon de sefiales conflictivas. Por otro lado, existen mecanismos que
permiten al organismo dirigir a células individuales a la autodestruccién, “apoptosis
instructiva”, especialmente importante en el sistema inmunolégico.

En células tumorales o infectadas por virus, el programa de muerte se
encuentra inactivo, cuando la sefial de muerte aparece en forma de un factor
apoptdtico el programa se activa, en respuesta a la activacién de receptores especificos
de membrana, como el receptor tipo 1 de TNF, APO/FAS o CD40. Por el contrario, en
sistemas donde el programa se encuentra permanentemente encendido, la presencia de
estos factores tréficos inactiva temporalmente el programa, sin cuando estos factores
desaparecen del medio. (Tabla No. 6)

Los receptores que participan en los procesos de muerte celular se pueden
clasificar en dos grupos: aquellos cuya activacién siempre conduce a la muerte de la
célula, conocidos como receptores de muerte—receptor Fas y receptor del factor de
necrosis tumoral (TNF)— y aquellos que desempefian una funcién fisiolégica, pero su
sobreactivacién puede conducir también a la muerte como receptores de glutamato, de
trombina y canales iénicos dependientes de voltaje). Se encuentran localizados
preferentemente en la membrana citoplasmdtica y establecen conexiones con el espacio
extracelular  recibiendo continuamente sefiales desde el exterior y de las células
vecinas.

Tabla No. 6 Factores reguladores de la muerte celular por apoptosis

Factores de supervivencia Factores de muerte
TGF-a, EGF, FGF-2 TNF, TGFB
Bcl-2, Bel-X, Myc, p53
Estrégenos Bcl-Xs, Bax
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Los receptores de muerte se caracterizan por presentar un dominio extracelular,
rico en cisteina y un segundo dominio de localizacién citoplasmdtica que es el
responsable de la activaciéon de la maquinaria apoptética. Una vez activados, los
receptores transfieren la informacién al interior celular mediante un sistema complejo
de inferacciones protfeina-proteina que activan diversas cascadas intracelulares. La
proteina transmembrana Fas, en su porcién intracelular, enlaza con FADD (factor
associated death domain), activando las caspasas 8 y10.

Una vez que las primeras caspasas han sido procesadas y activadas, estas
desencadenan una sefial en cascada activando a otfras caspasas. La activacién de esta
cascada de amplificacién trae como consecuencia la inactivacién de un gran ndmero
de proteinas estructurales  de sefalizacién, reguladoras de transcripcion y del
metabolismo de dcidos nucleicos, que desemboca en la muerte de la célula.

Actualmente se conocen algunos mecanismos virales y celulares que inhiben a
estas enzimas. El balance entre los mecanismos de activacién e inhibiciéon de las
caspasas estd directamente relacionado con el control de la muerte por apoptosis por
lo que alteraciones en este equilibrio podrian jugar un papel importante en la aparicién
y evoluciéon de enfermedades degenerativas.

Entre los segundos mensajeros que participan en los procesos de muerte
celular mds estudiados se encuentran el calcio y las especies reactivas del oxigeno,
aunque recientemente estédn adquiriendo gran importancia otros como la ceramida y
algunas proteinas tales como factores de transcripcién (p53) y oncogenes.

La activacién de estos segundos mensajeros suele conducir a la disfuncién de
los organelos citoplasmdticos, como la mitocondria y el reticulo endoplésmico, o la
regulacién de la actividad de complejos enzimaticos como cinasas y fosfatasas que a su
vez regulan la funcién de ofras proteinas.

Durante el procesamiento normal de sefales (la contraccién de la fibra
muscular o la secrecién de neurotransmisores) tienen lugar aumentos transitorios de
[Ca2+]i. Sin embargo, incrementos aberrantes pueden producir dafio celular y en
algunos casos su muerte.

En estos procesos, el calcio puede activar enzimas como proteasas y lipasas,
induciendo la produccién de radicales libres, ademds de regular y potenciar la
expresiéon génica al modular la actividad de factores de trasncripcion. En condiciones
fisiolégicas, las células presentan un equilibrio entre la generacién de radicales libres y
los sistemas antioxidantes de defensa.

En algunos procesos de muerte celular se ha descrito la ruptura de este
equilibrio, observdndose un aumento en la oxidacién de proteinas con la formacién de
grupos carbonilo y peroxidacién lipidica, habiéndose demostrado la existencia de una
localizacién compartimentada de derivados carbonilicos libres a partir de lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y écidos nucleicos.
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La ceramida empieza a ser considerada como un segundo mensajero que
participa en los procesos de muerte celular. Es un glucolipido sintetizado en el reticulo
plasmdtico y en las mitocondrias, cuya mayor concentracién se localiza junto a la
porcién interna de la membrana plasmdética.

Su translocacién a la mitocondria provoca cambios iénicos entre la matriz
mitocondrial y el citoplasma, produciendo un descenso del potencial transmembranal
mitocondrial y la formacién del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial,
conduciendo a la apoptosis. Los valores de ceramida pueden ser aumentados tanto por
factores externos (radiacién UV, agentes oxidantes), como a través de receptores de
membrana (FasR y TNFR) o directamente por glucocorticoides.

Alteraciones no corregidas del DNA, en especial mutaciones cancerigenas,
activan el p53 que provoca apoptosis a través de un mecanismo mediado por
ceramida. Durante algunos procesos de muerte celular es necesaria la sintesis de novo
de proteinas. Entre las familias de genes que median la destruccién controlada de la
célula, destacan los conocidos como genes de respuesta inmediata, al que pertenecen
protefnas como c-jun y c-fos.

La proteina p53 es un factor de transcripcién que es activado en respuesta al
dafo en el DNA. Los aumentos en los valores de p53 conducen a la induccién en la
transcripcién de otros genes como p21/WAF1, un inhibidor de proteinas cinasas
reguladas por ciclinas, inhibiendo la entrada en fase S del ciclo celular. El resultado
neto de estas interacciones es una parada en fase G1, la cual provee de una barrera
cinética en la replicacién de un genoma potencialmente dafado.

Si la célula no puede reparar el dafo genético, p53 induce la muerte celular
por un mecanismo mediado por aumentos en la sintesis de Bax, una proteina de la
familia de Bcl-2 con propiedades proapoptéticas. De esta manera, p53 se convierte en
el guardidn del genoma y, por extensién, del organismo, vigilando la correcta
reparacién de las alteraciones genéticas originadas por diversos factores externos. Un
mal funcionamiento del gen p53 puede promover el desarrollo de tumores al permitir la
proliferacién de células que no han completado la reparacién del DNA.

Una vez que la célula ha tomado la decisién de morir, en su inferior se
produce una serie de procesos bioquimicos que conducen a la degradacién de
proteinas y de la cromatina. La protedlisis, a diferencia de la mayoria de las
modificaciones postraduccionales, es irreversible y quizds por ello es alternantemente
especifica. Regula fenémenos bioldgicos criticos en los que se ve involucrado un grupo
reducido de sustrato.
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-
3.3 Caspasas y apoptosis

Las caspasas maduras estdn constituidas por un dominio N-terminal, ademds
de una subunidad grande de aproximadamente 20 kDa que contiene el sitio activo y
una subunidad pequeiia de 10 kDa importante para la actividad enzimética. (Fig. No.

6)

Ambas subunidades resultan de un mismo zimégeno que requiere de al menos
dos cortes proteoliticos para su maduracién. Tomando en cuenta la estructura primaria,
se pueden agrupar en dos clases: pertenecen a la clase | las caspasas que tienen un
dominio N-terminal grande, como las pro-caspasas-1, -2, -8, -9 y —=10. En las pro-
caspasas de clase Il el dominio N-terminal es pequefio o carecen de él, pertenecen a
esta clase las procaspasas-3, -6, -7.'

g °
Caspasa
caset EZA 1R

PRO  Sub. 10 Sub, 20

D D
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clase | EZ

PRO Sub. 10 Syb 20

Fig. No 6. Las caspasas se sintetizan como pro-caspasas y constan de un dominio N-terminal (PRO) y dos
subunidades, una grande p20 que algunas veces estd separada por una secuencia espaciadora y otra menor
p10. Se indica la posicién de los dcidos aspdrticos (D) de escision de la pro-caspasa para activarse a
caspasas.

Los dominios de las pro-caspasas de clase | contienen dominios de interaccién
proteina-proteina que propician la formacién de complejos homodiméricos.®”

Estos complejos estdn compuestos por tetrdmeros de dos subunidades grandes
y dos pequefias que favorecen su rompimiento autoproteolitico en sitios especificos de
residuos de dacido aspdrtico (D).

Todas estas moléculas constan de 6 alfa-hélices anfipdticas y antiparalelas las
cuales estdn muy empaquetadas formando un centro hidrofébico originando
interacciones hidrofébicas entre los dominios efectores de muerte (DED). La
autoactivacién de las caspasas de clase | las dirige al citoplasma para activar a las
procaspasas de clase |l, que no tienen la capacidad de autoproteolizarse y durante su
activacién  forman  complejos heterodiméricos que favorecen su rompimiento
proteolitico.®®

El primer corte elimina un pro-dominio en el extremo amino del zimégeno y el
segundo corte genera las dos subunidades que conforman el sitio activo.
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3.3.1 Mecanismo de activacién de las caspasas

Las cascadas de proteasas son sistemas de amplificacién en los que un
estimulo inicial activa a un zimégeno favoreciendo su maduracién a una enzima activa.
El primer grupo de enzimas activa a un segundo grupo de zimdgenos y asi
sucesivamente, amplificando el estimulo.

Se han descrito tres vias de activacién.* La primera resulta de la activacién de
caspasas, cascada arriba, ya sea por las mismas caspasas o por la enzima granzima B,
lo cual es la Unica proteasa de mamiferos capaz de procesar pro-caspasas de forma
especifica. Esta enzima es producida por los linfocitos T citotéxicos y explica en parte la
alta eficiencia citotoxica de estas células.

Lo segunda es a través de apoptosis inducida via receptor como ocurre al
estimular receptores de la familia de receptores de citocinas parecidas al TNF.

En sus dominios de muerte acoplan a pro-caspasas via moléculas
adaptadoras. El sistema que mejor se ha caracterizado es del receptor Fas, donde la
activacién de los dominios de muerte causa el reclutamiento de la pro-caspasa 8.
Cuando esta pro-caspasa se une al dominio de muerte de la proteina FADD que a su
vez, se encuentra acoplada al receptor, la caspasa 8 es activada, probablemente por
autoprocesamiento.

La tercera via por la cual las caspasas pueden ser activadas requiere de la
traslocacién del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citoplasma y puede ocurrir en
respuesta a un aumento en la produccién de radicales libres (estrés oxidativo), un
aumento en la concentracién de calcio [Ca?'] en el citoplasma o la expresién de
proteinas proapoptéticas como Bax. Este evento es talvez una sefial comdn en las vias
apoptdticas independientes de receptor.

Una vez en el citosol, el citocromo c¢ interactda con factores activadores de
apoptosis (Apaf). El complejo formado incluye a la pro-caspasa 9, la cual es entonces
procesada a la forma activa por autocatdlisis.

Bajo condiciones normales de supervivencia celular, el citocromo ¢ se localiza
en el espacio intermembranal mitocondrial, sin embargo muchos de los estimulos que
conducen a la muerte celular, incluidos la lesién del DNA y la ausencia de factores de
crecimiento, provocan un dafio a la mitocondria y la liberacién del citocromo ¢ al
citosol.

La funcién especifica de la caspasa 9 es la activacién de la caspasa 3 que se

considera como la caspasa central en la fase de ejecucién. En ambas etapas la
activacién de las caspasas es secuencial. (Fig. No. 7)
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Secuencia de activacién de las caspasas y su participacién en la
transduccién hacia la apoptosis
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Fig. No. 7. Representacion esquemdtica de sefales apoptéticas que inducen la activacién de caspasas, como
drogas, agentes que dafan al DNA y factores apoptéticos como FAS o TNF (ligando), los cuales producen su
senalizaciéon a través de receptores de membrana (Fas/CD95 o TNR-F1), que a su vez interactGan con
proteinas intracelulares con dominios de interaccién proteica denominados dominios de muerte (DD) como la
proteina TRADD, y/o dominios efectores de muerte (DED), como FADD vy la pro-caspasa 8, finalizando con la
activacién de la caspasa 8 la cual puede activar a las demds caspasas conocidas por procesamiento
proteolitico. La caspasa 9 es activada a través de la liberacién mitocondrial de citocromo ¢y factores
activadores de apoptosis (Apaf) que se asocian a la pro-caspasa 9. También se representan inhibidores de la
apoptosis y el punto que inhiben (L ); estas proteinas son Bcl-2, Bel-X, CrmA y las IAP.
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3.3.3 Sustratos celulares de las caspasas

La activacién de las pro-caspasas durante la muerte celular apoptética ha sido
relacionada con el rompimiento de proteinas citoplasmdticas y nucleares. Algunos de
los sustratos mejor caracterizados se han definido como proteinas estructurales, de
sefalizacién, reguladoras de transcripciéon o involucradas en el metabolismo de écidos
nucleicos.*!

Durante la fase de ejecucién de la apoptosis las caspasas parecen procesar a
los mismos sustratos, por lo que no se sabe si /n vivo existen caspasas especificas para
un sustrato determinado.

Por otro lado, con base a la progresiéon de eventos hacia la muerte celular
podriamos categorizar a los sustratos de las caspasas en tres grupos:

a) ofras caspasas

b) proteinas celulares que necesitan ser inactivadas para que la muerte celular
ocurra

¢/ proteinas celulares cuya activacién es requerida para la ejecucion de la muerte
celular

3.3.4 Inhibidores de caspasas

La identificacién de proteasas especificas involucradas en vias apoptéticas
dependientes del receptor TNF-R1 o FAS se ha facilitado con la identificacién de
inhibidores de la muerte celular de origen viral y celular, asi como con el uso de
inhibidores sintéticos. Los inhibidores de caspasas identificados en estos experimentos,
corresponden a productos de genes virales que previenen la muerte de la célula
hospedera y cuyos productos inhiben de forma efectiva la apoptosis.

CrmA es una proteina perteneciente al grupo de inhibidores de serinil
proteasas (serpinas) que pueden bloquear la muerte celular apoptotica mediada por
TNF-R1 o FAS mediante la formacién de un complejo estable con diferentes tipos de
caspasas. Actualmente se sabe que CrmA tiene la capacidad de bloguear la muerte
celular programada de manera muy efectiva al inhibir la caspasa 8 aldn a bajas
concentraciones.

La caspasas 8 puede auto procesarse proteoliticamente y asi, procesar a otras
caspasas, ademds se encuentra en el dpice de la cascada apoptotica siendo la primera
caspasa en activarse cuando se estimula a las células con TNF o FAS. Por lo tanto, la
inhibicién por CrmA en la via apoptotica mediada por FAS o TNF se debe a la
inhibicion de la actividad enzimdtica de la caspasa 8.

Existe una nueva familia de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP) las cuales

son clave para la regulacién de la apoptosis en diversos fenémenos biolégicos, como
en la resistencia a las terapias contra el cdncer. Actualmente se
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han identificado cinco miembros altamente conservados durante la evolucién, entre los
cuales destacan IAP-1, IAP-2 y la survivina. Las IAP son una familia de proteinas
antiapoptéticas cuya selectividad, sugiere que pueden bloquear algunas vias
apoptéticas pero no todas.

La IAPT y 2 inhiben la activacién de las caspasas efectoras, también son
capaces de inhibir la activacién de la procaspasa-9 inducida por el citocromo ¢, lo que
previene la activacién de las caspasas 3, 6 y 7. (Fig. No. 8)

Con el propésito de distinguir una caspasa de ofra y asi poder establecer su
orden de activacién se sintetizaron algunos péptidos con fluoro metil cetona (fmk), un
inhibidor especifico de las caspasas y con el grupo funcional amino metil cumarina
(amc), que al ser escindido del péptido, fluoresce evidenciando la actividad de las
caspasas.

Estos péptidos son hidrosolubles, relativamente estables y generalmente
pequefios; sus secuencias estdn basados en los sitios de reconocimiento de los
diferentes tipos de caspasas por sus sustratos.

Diferentes vias de inhibicién de la apoptosis
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Fig. No. 8. Existen proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), proteinas de choque térmico (Hsps), proteinas
antiapoptéticas (Bcl-2, BelXL) que pueden bloquear la apoptosis en diferentes sitios.
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3.4 Genes involucrados en la apoptosis

En algunos casos se ha determinado una participacién de estas proteinas en
procesos patolégicos, este es el caso de la survivina, que se expresa en condiciones
fisiolégicas en el tejido fetal y no en el tejido adulto diferenciado, pero existen lineas
celulares de tumores malignos que la expresan de novo. Estas moléculas podrian
convertirse en marcadores moleculares importantes o blancos terapéuticos en terapias
contra el cancer.

3.4.1 bcl-2

El gen bc/-2 (B cell leukemia/lymphoma 2) fue el primer protooncogén
detectado y fue asociado con procesos malignos de las células B.

La familia Bcl-2 esté4 ampliamente distribuida en distintos tipos celulares, estas
proteinas se pueden localizar predominantemente en la parte externa de la membrana
mitocondrial del reticulo endopldsmico y de la membrana nuclear.

Durante la maduraciéon de las células B puede ocurrir una translocacion
cromosémica 14,18 en la regién donde estd el gen bc/-2; ello provoca un aumento en
la expresiéon de la proteina citoplasmdtica Bcl-2, que origina inhibicién de la apoptosis
en células B y da por resultado la supervivencia de la célula transformada.*?

Estd demostrado que la sobrexpresién del gen bc/-2 en linfomas inducidos
experimentalmente, se asocia con la proliferacién neopldsica por los efectos inhibitorios
de Bcl-2 sobre las vias de apoptosis.*® Este gen facilita el aumento de la supervivencia
de la célula transformada y de este modo aumenta la posibilidad de futuras
aberraciones genéticas que pueden conducir a la progresién maligna.**** La expresién
de este gen en algunos tipos de céncer es un marcador de mal pronéstico.*®

El gen bc/-2 forma parte de una familia de genes que infervienen en la
regulacién de la supervivencia de la célula. Los miembros de la familia de genes de
bcl-2 son: bcl-2, bax, bad, bcl-X,, mcl-1, entre ofros.

El destino de una célula de morir o sobrevivir estd determinado por las
diferencias en la expresiéon de estas proteinas, actuando algunas como promotoras y
otras como inhibidoras de las sefales de apoptosis.*’#®

Bcl-2 puede prevenir la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el
citoplasma o al medio externo. La liberacién del citocromo ¢ (Apaf-2), es esencial para
lo activacién de las caspasas de ejecucién. La presencia de Bcl-2 en la membrana
mitocondrial ha llevado a pensar que puede bloquear directa o indirectamente la
liberacién del citocromo ¢. (Fig. No. 9)
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Fig. No. 9. Regulacién de la apoptosis por la familia Bcl-2. El heterodimero Bcl-2-Bax y la variante Bcl-X,
tienen efecto inhibitorio de la muerte celular, al impedir la accién de las proteasas cisteinas que median
sefiales de apoptosis. Sin embargo, la formacién de homodimeros Bax-Bax, asi como elevados niveles de Bax
o Bcl-Xs, pueden favorecer la muerte programada de la célula.

Ademds del citocromo ¢ se sabe que para la activacién de la caspasa 3 se
requiere de otros factores citosélicos que inicialmente fueron designados como factores
activadores de proteasas apoptéticas. De hecho, basado en su funcién, el citocromo ¢
fue designado como Apaf-2 y reciente,mente el factor denominado como Apaf-1 se ha
identificado como el homélogo de ced-4 de C. elegans, mientras que un tercer
elemento llamado Apaf-3 corresponde a la procaspasa 9.

3.4.2 Otros genes

Es conocido que ciertos oncogenes y genes supresores de tumor influyen en el
mecanismo de muerte celular programada; tal es el caso de los genes c-myc y nur-
77,% que a pesar de estar asociados con la progresién del ciclo celular participan en la
induccién de apoptosis en algunas células, también se encuentra el gen bc/-2 que
como ya ha sido descrito, bloquea la apoptosis cuando es sobreexpresado y el gen
053, cuyo requerimiento se produce en casos de dafio genémico.

La expresién de estos genes puede inducir a algunos tipos de cdncer a la
apoptosis. Esto sugiere que la muerte celular programada es un mecanismo de defensa
contra la transformacién maligna.®

El gen p53 ha sido llamado guardidn del genoma por ser el encargado de
bloguear la divisién celular cuando las células han sufrido dafio en su material
genético. Este bloqueo lo lleva a cabo deteniendo las células en la fase G1 del ciclo
celular, con el objetivo de que se produzca la reparacién del DNA antes de que se
replique. Este gen mantiene la integridad del genoma ya que estimula la apoptosis en
las células en las que el dafio en el DNA ha sido sustancial. En diversos tipos celulares
incluyendo los linfocitos, la sobreexpresion de p53 conduce directamente a la
apoptosis.”’
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La pérdida de la funcién normal del gen p53 puede conducir al desarrollo de
neoplasias malignas; de hecho son muy frecuentes las alteraciones en este gen en una
variedad de cénceres humanos (mds del 50 % de los tumores humanos estdn asociados
a mutaciones en p33). Hay evidencias que hacen pensar que el alto riesgo de la
transformacién maligna en ausencia de p43 funcional, probablemente origina una
oportunidad reducida de reparar el DNA y una incapacidad de eliminar por apoptosis
lo célula dafada no reparada. Aunque es desconocida la base real de la apoptosis
inducida por este gen.*?

Otro regulador fisiolégico del ciclo celular que participa en la apoptosis es la
proteina Myc, que es producto del protooncogén c-myc. La sobreexpresion del gen c-
myc pudiera resultar en mitosis o apoptosis en dependencia de la disponibilidad de
ofros factores que estimulan el crecimiento celular. De esta forma la expresidn
incrementada de Bcl-2 en presencia de un aumento de c-myc provoca una inhibicién
de la apoptosis mediada por c-myc, lo que explica la cooperaciéon que se produce
entre ambos genes en el origen de las neoplasias.

Mcl-1
4.1 Caracteristicas generales

Mcl-1 es una proteina de la familia Bcl-2 que actta en el control de la
apoptosis, promoviendo la sobrevivencia de la célula al interderir en una etapa
temprana de la cascada de eventos que llevan a la liberacién del citocromo ¢ de la
mitocondria. Mcl-1 tiene una vida media corta y es una proteina altamente regulada
inducida por un amplio rango de sefales de sobrevivencia y también répidamente
desregulada durante la apoptosis. Mcl-1 puede incluso ser hidrolizada por las caspasas
durante la apoptosis para producir una molécula promotora de la muerte celular.®

Los mdltiples niveles de control de la expresién de Mcl-1 sugieren que Mcl-1
juega un papel importante al controlar las decisiones de vida y muerte en respuesta a
los répidos cambios de su ambiente y Mcl-1 es necesaria para el desarrollo
embrionario y para la funcién del sistema inmune. La expresién de Mcl-1 puede ser Util
en el fratamiento de varios tipos de céncer.

La familia Bcl-2 comprende proteinas que son reguladores clave de la
supervivencia celular que pueden suprimir (Bcl-2, Bcl-X|) o promover (Bad, Bax) la
apoptosis. Una amplia variedad de estimulos apoptéticos disparan la liberacién de
factores apoptogénicos, tales como el citocromo ¢ de la mitocondria, lo que resulta en
lo activacién de las caspasas. La hidrélisis de ciertas proteinas que acttan como
sustratos por medio de las caspasas lleva al proceso morfolégico y biogquimico de la
apoptosis y aquellas proteinas que estdn relacionadas a Bcl-2  parecen modular la
apoptosis al regular la liberacién del citocromo ¢. Mcl-1 es un miembro antiapoptético
de lo familia Bcl-2, originalmente identificado en 1993 en las células mieloides
diferenciadas.
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4.2 Estructura

4.2.1.Mcl-1 £, Mcl-1 §

Mecl-7

El gen mc/-7 (Fig. No. 10) en el humano estd localizado en el cromosoma
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Fig. No. 10. Localizacién de mc/-7. Cromosoma 1g21.

La proteina Mcl-1- en ocasiones conocida como Mcl-1/ (Fig. No. 11),
comprende 350 residuos de aminodcidos y contienen regiones que son similares a las

de ofras proteinas de la familia Bcl-2, denominadas dominios BH (Homélogos Bcl-2

)'54

Los dominios BH son sitios cortos que median las interacciones proteina-proteina y son

importantes para la regulacién de la apoptosis.

Mcl-1 contiene los dominios BH1, BH2 y BH3 pero carece del dominio BH4 N-
terminal, presente en Bcl-2 y Bcl-X,. (Fig. No. 13) Al igual que muchas otras familias
protéicas, Mcl-1 también contiene un dominio transmembranal (TM) en la regién C-
terminal que es Util para localizar a Mcl-1 en la membrana intracelular, principalmente
en la membrana mitocondrial exterior. Esta ubicacién es consistente con el papel de
Mcl-1 en el control de eventos mitocondriales clave durante la apoptosis.
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Fig. No.11. Mcl-1 L. Se muestran los sitios de corte de las caspasas, asi como los dominios de inferés de la

proteina.®®
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Las regiones N-terminales de Mcl-1 contienen dos dominios PEST, ricos en
residuos de los aminodcidos prolina, dcido glutémico, serina y treonina.

Los dominios PEST son cominmente encontrados en proteinas que sufren
cambios repentinos y Mcl-1 tiene una vida media corta en las células
(aproximadamente de una a un par de horas).> La degradacién por la via proteasoma
parece ser la ruta principal para los rédpidos cambios que sufre Mcl-1.

Por medio de empalme alternativo de Mcl-1, se genera una segunda isoforma
que carece del exén 2 denominada Mcl-15/ATM.

Posee 271 aminodcidos y las regiones N-terminales de esta isoforma
incluyendo los dominios PEST y BH3 son idénticos a Mcl-1/, pero Mcl-15ATM, carece
de los dominios BH1 y BH2, asi como del dominio TM. (Fig. No. 12)

Aunque la importancia de esta isoforma aln esta por determinarse, la
estructura de Mcl-1S5/ATM es semejante a ciertas proteinas proapoptéticas que sélo
poseen al dominio BH3 y, en marcado contraste a Mcl-1/, la sobreexpresion de Mcl-
15/ATM promueve la muerte celular.

Moi-15/ATM

Proteina

AT s & Sitios de hidrélisis de las caspasas

Fig. No. 12. Mcl-15. Variante que surge por empalme alternativo. Carece del dominio transmembranal,
asi como de los dominios BH1 y BH2; se desconoce el sitio de hidrélisis de las caspasas. >

Otras isoformas de Mcl-1 pueden ser detectadas mediante técnicas como
inmunotransferencia, mismas que pueden ser el resultado de la fosforilacién y/o la
hidrolisis por medio de las caspasas; sin embargo y a excepcién de aquellas que
pueden sufrir hidrélisis por las caspasas, éstas ain no se conoce su funcién.
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Fig. No. 13. Familia Bcl-2; miembros antiapoptéticos y proapoptéticos. Se representa la ausencia o presencia
de dominios de interés.>

4.3 Sintesis y degradacién

Mcl-1 se expresa en una amplia variedad de células, en el adulto y durante el
desarrollo embrionario con variaciones especificas en los niveles de expresién. (Fig. No.
14) Altos niveles de Mcl-1 son detectados en las capas apicales del epitelio que se
encuentran ampliamente diferenciadas (préstata, mama, pulmén). Mientras que la
expresién de Bcl-2 tiende a ser més alta en las capas basales de la célula.®” En el
sistema linfoide, Mcl-1 se expresa abundantemente n el compartimiento germinal de las
células B, en contraste a Bcl-2 que se encuentra en células B clonadas seleccionadas
de la zona manto. Estas diferencias sugieren funciones Unicas para Mcl-1 y Bcl-2 en el
control de la apoptosis

B.P 1 2 3 4 S
1500 — ‘-
1100 — u -14— Mcl-1L
Q00— — - <+ Mcl-1S
G600— -

—

Fig. No. 14. Amplificacién de los transcritos “L” y “S” expresados en células de placenta humana y leucemia
mieloide. En el carril 1, se muestra el marcador de peso molecular, mientras que los carriles 2, 4 y 5
representan los amplificados de cDNA en placenta humana, en Hs 732.P1-una linea celular de placenta- y
en K-562-linea celular correspondiente a leucemia mieloide. El carril 3, es un control negativo.*®
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. La expresiéon de Mcl-1 estd altamente inducida por sefiales de supervivencia y
diferenciacién tales como las citocinas y factores de crecimiento. MAPK, P13K, y JAK se
ven implicados en la estimulacién de la trancripcion de Mcl-1, actuando por medio de
elementos que responden a factores de transcripcién especificos en el promotor de Mcl-
1. Sin embargo, la fosforilacién directa de Mcl-1 también juega un papel importante en
el control de la funcién y expresion de Mcl-1.

La expresién de Mcl-1 es desregulada durante la apoptosis en muchos sistemas
celulares, en ocasiones en contraste a las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-X, La
hidrolisis mediada por las caspasas puede contribuir a esta desregulacién en la
expresién de Mcl-1 ya que las caspasas (en particular, caspasas efectoras como la
caspasa 3) pueden hidrolizar a Mcl-1 a partir de 2 residuos de écido aspdrtico. (Asp'?’
y Asp'’). Estos residuos se encuentran dentro de los dominios PEST.

En las células el Asp'®” puede ser el sitio preferido para llevar a cabo la
hidrélisis. El fragmento N-terminal que resulta de la hidrélisis, es una proteina que
promueve potentemente la muerte celular; por tanto la hidrélisis de Mcl-1 por medio de
los caspasas priva a las células de una molécula de supervivencia y genera una efectiva
célula asesina.

Si se da un decremento en la actividad del promotor o de la traduccién se
puede contribuir también a la desregulacién o subexpresion de Mcl-1 durante la
apoptosis.

4.4 Funciones biolégicas

La répida induccién y degradacion de Mcl-1 sugiere que juega un importante
papel en el control de la apoptosis en multiples células en respuesta a rapidas sefiales
de cambio en el ambiente. Mcl-1 es esencial para la embriogénesis y para el desarrollo
y mantenimiento de ambos, linfocitos B y T. Mcl-1 también tiene una funcién importante
en la supervivencia de las células malignas ya que el agotamiento (carencia) de Mcl-1
via oligonucledtidos antisentido dispara la apoptosis en células cancerigenas.

El mecanismo molecular exacto por medio del cual Mcl-1 promueve la muerte
celular no se ha descifrado ain por completo, pero se cree que involucra la supresién
de la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria, posiblemente via heterodimerizacién
o neutralizacién con otros miembros pro-apoptéticos de la familia bel-2. (Bim o Bak).

Resulta de interés que Mcl-1 module eventos tempranos en la cascada que
implica la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria. Sin embargo, por lo menos en
algunos sistemas, la rdpida desregulacién en la expresion de Mcl-1 puede ser requerida
para dar inicio a la cascada de eventos que ocurren durante la apoptosis.
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Ademds de sus funciones que promueven la supervivencia, Mcl-1 puede
desempefar una funcién positiva en la apoptosis. La proteina promotora de la muerte
celular que resulta de la hidrélisis de las caspasas puede participar en una curva de
retroalimentacién positiva que induzca a la posterior activacién de las caspasas.®

Es posible que Mcl-1 tenga funciones adicionales que le permitan impedir
directamente la diferenciacién celular y el control del ciclo celular. Por ejemplo, Mcl-1
se une a PCNA causando la detenciéon del ciclo celular mientras que la transcripcion
del factor E2F1(regulador del ciclo celular) reprime la expresién de Mcl-1.

4.5 Localizacién intracelular y asociacién membranal de Mcl-1

Al estudiar la localizacién intracelular de Mcl-1, asi como la cinética de su
expresiéon durante la diferenciacién, se deduce que la distribucién intracelular de Mcl-1
coincide en parte con la de Bcl-2. Mcl-1 es similar a Bcl-2 en que la proteina Mcl-1 se
localiza principalmente en la mitocondria, ademds de que se asocia con membranas
por medio de su regién carboxil hidrofébica.®°

Mcl-1 difiere de Bcl-2 en su distribucién relativa en otros compartimientos (no
mitocondrial/membrana pesada). Mcl-1 también es abundante en la porcién ligera de
lo membrana de células ML-1 inmaduras mientras que Bcl-2 es abundante en la regién
nuclear.

La proteina Mcl-1 aumenta rdpidamente mientras las células inician su
diferenciacién, ademds de que se considera una proteina ldbil. En contraste, Bcl-2
desaparece gradualmente mientras las células completas su proceso de diferenciacion.

La porcién carboxilica de Mcl-1 tiene secuencia similar a Bcl-2. En el extremo
carboxilo terminal, ambos Mcl-1 y Bcl-2 tienen un estrecho hidrofébico (19-20
aminodcidos), en Bcl-2 este estrecho media la asociacién de la proteina con las
membranas.

Inicialmente, la localizacién de Bcl-2 fue reportada en las membranas
mitocondriales y desde entonces, también ha sido localizado en otros compartimientos
gue contengan membrana intracelular, incluyendo el reticulo endoplésmico y las
envolturas nucleares. Datos recientes reportan que Bcl-2 se asocia con la membrana
mitocondrial externa y que es flanqueado ahi por el extremo carboxilo terminal. Bcl-2
tienen una funcién importante que es la de inhibir la muerte celular.®® Esto puede
observarse en lineas celulares dependientes de factores de crecimiento, donde la
induccién exdgena de Bcl-2 inhibe la apoptosis producida por la privacién de factores
de crecimiento. De manera similar, Bcl-2 puede inhibir la muerte celular causada por
ciertos agentes citotéxicos o por productos génicos inductores de apoptosis como c-
myc.
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La funcién de Bcl-2 al inhibir la muerte celular es también llevada a cabo /n
vivo; en ratones que carecen de Bcl-2 el sistema linfoide aparenta funcionar
normalmente en el nacimiento, pero subsecuentemente se colapsa debido a la
apoptosis de las células linfoides. Finalmente, el patrén exégeno de expresién de Bcl-2
refleja su funcién en la supresién de la apoptosis. Por ejemplo, Bcl-2 no se expresa en
la mayoria de los timocitos inmaduros (CD**, CD®") que son susceptibles a muerte
celular programada; sin embargo, Bcl-2 se expresa en aquellas células que sobreviven
y que contintan diferencidndose.

Asi como mcl-1, otros genes de la familia bc/-2 muestran relacién en la
secuencia de la regién carboxilo, aunque los sitios intracelulares de accién de muchas
de estas proteinas ain no han sido completamente elucidados, algunos, como Mcl-1 y
Bcl-2 causan un aumento de la viabilidad celular bajo condiciones inductoras de
apoptosis, mientras que otros causan la inhibicién (Bax).

En contraste a la similitud de la secuencia de la regién carboxilo entre Mcl-1 y
Bcl-2, Mcl-1 difiere de Bcl-2 y de otros miembros de la familia Bcl-2 en su regién
amino-terminal. Una diferencia es que el extremo amino terminal de Mcl-1 tiene una
secuencia parcial. Mcl-1 puede ser procesado por el reticulo endopldsmico. Una
segunda diferencia entre Mcl-1 y Bcl-2 es que Mcl-1 contiene dominios PEST. Mcl-1 es
una proteina l4bil, Bcl-2 no; puesto que su vida media es de 10-14 hrs.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

e El cdncer de mama constituye una de las primeras causas de muerte entre las
mujeres mexicanas y del mundo. Como en ofros cdnceres su desarrollo
depende de un balance inadecuado en la renovacién celular, debido a una
proliferacién excesiva o a alguna falla en la mortalidad celular fisiolégica. Esta
etapa es critica al permitir la supervivencia prolongada e incontrolada de las
células neopldsicas y depende de la alteracién de los mecanismos genéticos de
control (antioncogenes, reguladores de apoptosis, etc). Aln se desconocen
muchos de los mecanismos reguladores relacionados con la muerte celular
programada y el desarrollo del cancer mamario; por tanto resulta de interés
determinar si la presencia o ausencia de las variantes apoptética vy
antiapoptética del gen mc/-1, se relaciona con la progresién de dicha

neploasia.
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JUSTIFICACION

e Mediante estudios previos de microarreglos, el producto del gen mc/-7 se
encontré  subexpresado en un alto porcentaje de tumores mamarios
esporddicos de mujeres mexicanas.®! (Anexo |, Fig. No. 20) Sin embargo no se
establecié cual de las isoformas del gen presenté ese comportamiento, por lo
que en este trabajo se busca analizar la presencia o ausencia de las isoformas
Ly S en tumores mamarios de mujeres mexicanas. La informacién obtenida
permitird caracterizar la participacién de cada variante en el proceso de
muerte celular programada en esta patologia tan frecuente en nuestra
poblacién; asi como eventualmente determinar su posible papel como

biomarcadores de riesgo.
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HIPOTESIS

e Dado que Mcl-1 £ posee actividad antiapoptética y que el proceso de muerte
celular programada se ve disminuido o afectado en este tipo de patologias,
ésta variante se encontrard sobre expresada respecto a Mcl-1 S, isoforma que

incluso podria sufrir un bloqueo total de su accién por el efecto de Mcl-1L.

e Por tanto, Mcl-15, debe presentar una disminucién en su actividad o bien se

encontrard apagada.

e En los tumores correspondientes a estadios mds avanzados, la variante

antiapoptética serd dominante.



Okbjetivos

OBJETIVOS

e Determinar la presencia o ausencia de los transcritos de las isoformas £y S del
gen mc/-1 en tumores mamarios esporddicos en diferentes estadios de mujeres

mexicanas.

e Relacionar los resultados obtenidos con las caracteristicas clinicas de las

pacientes.
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MATERIAL Y METODOS

Se utiliz& RNA extraido de muestras de tumores mamarios de mujeres
mexicanas, captadas del Hospital Judrez de México y que corresponden a
adenocarcinomas esporddicos y dos tumores filoides, sin tratamiento previo. Las
muestras fueron seleccionadas en base al estadio, concentracién del RNA e integridad
del mismo.

Extraccién de RNA a partir de tejido tumoral

Se corté un fragmento de tejido mamario en un criotubo previamente pesado y por
diferencia se obtuvo el peso del tejido.

Se macerd el tejido mamario manteniéndolo en nitrégeno liquido y/o hielo seco.
Se afadieron 200 a 1000 ulL de trizol (dependiendo del peso) y se dejé reposar 5
minutos a temperatura ambiente.

Se afadieron 200 ul de cloroformo homogeneizando vigorosamente y se dejé
reposar a temperatura ambiente de 2 a 5 minutos.

Se centrifugo 15 minutos a 2 000 rpm y a temperatura de 4°C

Se recuperd la fase acuosa (sobrenadante) y se agregé isopropanol frio (v:v) para
precipitar.

Se centrifugd a 7 500 rpm y a 4°C, 5 minutos.

Se decanté el sobrenadante y se recuperé el botén.

Se dejé secar a temperatura ambiente y se hidraté con 20 a 50 ulL de agua DEPC.

La concentracién de RNA en ng/ul se determiné mediante espectrofotometria a
260 nm y 280 nm y a una densidad 6ptica de 40 pg/ul, tomando alicuotas de 2 pl de
RNA total mezclados con 98 pl de agua. La integridad del RNA fue verificada en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de efidio.

Disefio de oligonucledtidos

Para cada isoforma se disefiaron oligonucledtidos especificos con los
programas Oligo y DNAman, a partir de las secuencias publicadas en el GeneBank®? y
cuyos nUmeros de acceso son NM 021960, para la variante Mcl-1 £y NM 182763
para Mcl-1 S, respetando para cada par de oligonucledtidos las condiciones de disefio.
(Tabla No. 7)
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Mdl-1 £
ORIGIN

1 atgtttggcc tcaaaagaaa cgcggtaatc ggactcaacc tctactgtgg gggggccgge
61 ttgggggccg gcagcggcgg cgccacccgc ccgggagggc gacttttgge tacggagaag
121 gaggcctcgg cccggecgaga gataggggga ggggaggecg gcgcggtgat tggcggaage
181 gccggegcaa gccccccgte caccctcacg ccagactccc ggagggtcgce gcggcecgecg
241 cccattggcg ccgaggtccc cgacgtcacc gcgacccccg cgaggctgect tttcttcgeg
301 cccacccgec gcgecggegec gcttgaggag atggaagccc cggccgctga cgccatcatg
361 tcgcccgaag aggagctgga cgggtacgag ccggagcctc tcgggaagcg gccggctgtc
421 ctgccgctgc tggagttggt cggggaatct ggtaataaca ccagtacgga cgggtcacta
481 ccctcgacgc cgccgccagc agaggaggag gaggacgagt tgtaccggca gtcgctggag
541 attatctctc ggtaccttcg ggagcaggcc accggcgcca aggacacaaa gccaatgggce
601 aggtctgggg ccaccagcag gaaggcgctg gagaccttac gacgggttgg ggatggcgtg
661 cagcgcaacc acgagacggc cttccaaggc atgcttcgga aactggacat caaaaacgaa
721 gacgatgtga aatcgttgtc tcgagtgatg atccatgttt tcagcgacgg cgtaacaaac
781 tggggcagga ttgtgactct catttctttt ggtgcctttg tggctaaaca cttgaagacc
841 ataaaccaag aaagctgcat cgaaccatta gcagaaagta tcacagacgt tctcgtaagg
901 acaaaacggg actggctagt taaacaaaga ggctgggatg ggtttgtgga gttcttccat
961 gtagaggacc tagaaggtgg catcaggaat gtgctgctgg cttttgcagg tgttgctgga
1021 gtaggagctg gtttggcata tctaataaga tag
//
Exén 1 Exé6n 2 Exén 3

Las secuencias sombreadas ejemplifican los oligonucleétidos sintetizados con
los que se obtiene un amplificado de 487 bp. Este primer par de iniciadores amplifica
los exones 1y 2 de la variante antiapoptética.

Md-1 S
ORIGIN

1 atgtttggcc tcaaaagaaa cgcggtaatc ggactcaacc tctactgtgg gggggccggce
61 ttgggggccg gcagcggcgg cgccacccgc ccgggagggce gacttttgge tacggagaag
121 gaggcctcgg cccggecgaga gataggggga ggggaggecg gcgcggtgat tggcggaage
181 gccggcgcaa gccccccgte caccctcacg ccagactccc ggagggtcgc gcggccgcecg
241 cccattggcg ccgaggtccc cgacgtcacc gcgacccccg cgaggctgct tttcttcgeg
301 cccacccgec gcgeggcgec gcttgaggag atggaagccc cggccgctga cgccatcatg
361 tcgcccgaag aggagctgga cgggtacgag ccggagcctc tcgggaagcg gccggctgtce
421 ctgccgctgc tggagttggt cggggaatct ggtaataaca ccagtacgga cgggtcacta
481 ccctcgacgc cgccgccagc agaggaggag gaggacgagt tgtaccggca gtcgctggag
541 attatctctc ggtaccttcg ggagcaggcc accggcgcca aggacacaaa gccaatgggc
601 aggtctgggg ccaccagcag gaaggcgctg gagaccttac gacgggttgg ggatggcgtg
661 cagcgcaacc acgagacggc cttccaagga tgggtttgtg gagttcttcc atgtagagga
721 cctagaaggt ggcatcagga atgtgctgct ggcttttgca ggtgttgctg gagtaggagc
781 tggtttggca tatctaataa gatagcctta ctgtaa
//
Exén 1 Exén 3

Las secuencias sombreadas ejemplifican los oligonucleétidos sintetizados con

los que se obtiene un amplificado de 329 bp. Este segundo par de iniciadores amplifica
los exones 1y 3 de la variante proapoptética.
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Se construyé también un juego de oligonucledtidos que permitiera observar la
presencia de ambas isoformas-en caso de existir-en un mismo carril en los geles de

agarosa al

realizar

la electroforesis. Si

ambas

isoformas estdn presentes en una

muestra se obtendrian ademds de los dos amplificados anteriores, uno mdés de 583 bp
que confirmaria la presencia de la variante antiapoptética, amplificando ésta desde su
primer exén hasta el tercero.

Mcl-1 £
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
//

atgtttggcc
ttgggggccg
gaggcctegg
gccggegeaa
cccattggceg
cccacccgec
tcgcccgaag
ctgccgetge
ccctcgacgce
attatctctc
aggtctgggg
cagcgcaacc
gacgatgtga
tggggcagga
ataaaccaag
acaaaacggg
gtagaggacc
gtaggagctg

tcaaaagaaa
gcagcggegg
cccggegaga
gccceccgte
ccgaggtccc
gcgeggegcece
aggagctgga
tggagttggt
cgccgecagce
ggtaccttcyg
ccaccagcag
acgagacggc
aatcgttgtc
ttgtgactct
aaagctgcat
actggctagt
tagaaggtgg
gtttggcata

Exoén

cgcggtaatc
cgccacccgce
gataggggga
caccctcacg
cgacgtcacc
gcttgaggag
cgggtacgag
cggggaatct
agaggaggag
ggagcaggcc
gaaggcgetg
cttccaaggc
tcgagtgatg
catttctttt
cgaaccatta
taaacaaaga
catcaggaat
tctaataaga

1 Exon 2

ggactcaacc
c¢cgggagggc

ggggaggcecg
ccagactccc

gcgacccccg
atggaagccc
ccggagcectc
ggtaataaca
gaggacgagt
accggcgcca
gagaccttac
atgcttcgga
atccatgttt
ggtgcctttg
gcagaaagta
ggctgggatg
gtgctgctgg
tag

Exén 3

tctactgtgg
gacttttggc
gcgeggtgat
ggagggtcge
cgaggctgct
cggccgcetga
tcgggaagceg
ccagtacgga
tgtaccggca
aggacacaaa
gacgggttgg
aactggacat
tcagcgacgg
tggctaaaca
tcacagacgt
ggtttgtgga
cttttgcagg

gggggccgge
tacggagaag
tggcggaage
gcggecgeceg
tttcttcgeg
cgccatcatg
gcecggcetgte
cgggtcacta
gtcgctggag
gccaatgggc
ggatggcgtg
Caaaaacgaa
cgtaacaaac
cttgaagacc
tctcgtaagg
gttcttccat
tgttgctgga

Tabla No. 7. Secuencia, tamafo de los amplificados y ubicacién de los oligonucleétidos empleados en la
reaccién de PCR.

Oligonucledtido Secuencia Amplificado  Tm
(bp)
mcl-1 F 5 TGGAGTTGGTCGGGGAATCT 3’ Ex1,lso L 487 bp 58°
mcl-1 /R 5" AGCCAGTCCCGTTTTGTCCT 3’ Ex 2, Iso /
mcl-1 F 5" TGGAGTTGGTCGGGGAATCT 3’ Ex1,lso S 329 bp 59.3°
mcl-1 R 5" GCAAAAGCCAGCAGCACATT 3 Ex2,lso S
mcl-1 F 5" TGGAGTTGGTCGGGGAATCT 3’ Ex1,lso L 583 bp 58 °
mcl-1 ClI 5" ACACCTGCAAAAGCCAGCAG 3’ Ex 3, Iso L
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RNA total

Sintesis de primera cadena (cDNA)

Amplificacién de los exones
1y 2 para la isoforma £
y de los exones 1y 3 para la
isoforma .

Amplificacién con control endégeno
y HPRT.

Electroforesis

Fig. No. 15. Diagrama de flujo que muestra el procedimiento a seguir para la determinacién de la expresién
de las isoformas £y Sdel gen Mcl-1.

Reaccién de sintesis de primera cadena

La reaccién de sintesis de primera cadena se realizé bajo las condiciones que
indica el kit comercial Thermo Script™ RT-PCR System, en tubos Eppendorf de 0.5 mL:

Tubo de reaccién:
Oligo (dT),, 50 U/ pL T ul

RNA total 3 pg/ul x ub
dNTP’s mix 10 mM 2 ul
H,O DEPC y pl
Volumen final 12 plL

e Seincubd a 65 °C por 5 minutos en un termociclador a fin de desnaturalizar el
RNAy el oligonucleétido.
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Master Mix:
Buffer 5X 4 ul
DTT 0.1 mM 1 pL
Inhibidor RNasa 40 U/ ul 1 ul
Thermo Script 15 U/ pL 1 ul
H,O DEPC 1 uL
Volumen final 8 ulL

e A cada tubo de reaccién se agregaron 8 pl de master mix para obtener un
volumen final de reaccién de 20 pl.

e Se transfirié a un termociclador precalentado a 50 °C y se incubé por 60 min.

e la reaccién se finalizé incubando la muestra a 85 °C por 5 minutos

e El producto se almacené a 20 °C.

Reaccién de PCR

La reacciéon de PCR se llevé a cabo segin las siguientes condiciones:

Master Mix:
Buffer 10X T uL
MgCl, 50mM 0.3 ulL
dNTP’s mix 10 mM 0.2 puL

Tag Platinum 5 U/ pL 0.3 uL

Tubo de reaccién:

Master Mix 1.8 plL 1.8 plL
cDNA T ul T ul
Iniciadores 20 pM

F T ul F 2 ulL
R T L cl T L

F T ul

SR T ul
H,O DEPC 5.2l 4.2 ul
Volumen final 10 plL 10 plL

e La muestra se amplificé en un termociclador con un ciclo de 94 °C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos, desnaturalizando a 94 °C durante 30 segundos,
la amplificacién se ajusté a la Tm de los iniciadores a 65 °C por 30 segundos
y la extensién se realizé a 74 °C por 30 segundos.
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e El producto se almacené a -20 °C.

Electroforesis

Se analizaron 10 pl de cada producto obtenido de la reaccién de PCR junto
con 1 ulL de colorante (azul de bromofenilo [6X]) en geles de agarosa al 1.5% (0.45 g
de agarosa, 50 mL de TAE y 0.4 uL de bromuro de etidio [1pg/ul]). El tamafo de los
amplificados se comparé con marcadores de 100y 123 bp.

La electroforesis se completd tras 40 minutos a 70 Volts.
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RESULTADOS

Las siguientes fotografias ejemplifican la expresién de los transcritos.
Para su fécil comprensién, la Tablas No. 8, No. 9 y No. 10 se han dividido en tres
grupos segun la presencia o ausencia de las isoformas:

(] Las muestras uno a la seis, expresaron Unicamente el transcrito
correspondiente a la isoforma antiapoptética identificada como “/”.

(Gpo. 1)

M Iso L C.End
100 bp

487bp  583bp
487bp

e Las muestras siete, ocho, nueve y diez expresaron ademds de la
isoforma anterior, la variante “S” o proapoptética. (Gpo. 2)

M IsoL CEnd 1Is0S (-)
123 bp

-

BRI
) 244

-

487bp 583bp 329bp
487bp
329bp

En los casos en los que se expresaron ambas isoformas, la variante
proapoptética se caracterizé por ser un producto que constantemente aparecié menos
tefiido que el correspondiente a la isoforma antiapoptitica, lo que sugiere que pudiera
tratarse de un transcrito de menor abundancia. Un caso muy similar a Bcl-xs, que es
menos abundante que su variante Bcl-x,.
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e Las dos muestras restantes, correspondientes a tumores filoides, se
excluyeron del Gpo. 1, a pesar de que el patrén de expresion es el
mismo, sin embargo se consideran semejantes a un caso normal,
debido a que un tumor filoides es un tumor benigno de la mama.

(Gpo. 3)

e Todas las muestras amplificaron HPRT, para corroborar la presencia

de RNA total.

En las siguientes tablas se muestran los datos y los resultados obtenidos para
las 12 pacientes que se incluyeron en este estudio.

La Tabla No. 8, hace referencia a la edad, estadio del tumor y diagnéstico

patolégico

La Tabla No. 9, muestra la concentracién del RNA total. Dichas cantidades se
ajustaron para utilizar 3 ug/ul en la reaccién de sintesis de primera cadena.

60



Resultados

Tabla No. 8. Edad, clasificacién TNM y diagnéstico patolégico de las pacientes.

Muestra No. Edad | Clasificacién Diagnéstico
No. Control | (ofios) TNM Patolégico

1 125 60 T,NoM, Bil [ Carcinoma de conductos infiltrantes
con angioinvasién linfética. Necrosis
tumoral tipo comedo e inflamacién
cronica leve. Mx(-).

2 173 51 T,NoM, Carcinoma de conductos infiltrantes
con angioinvasién linfdtica y vascular.
Necrosis tumoral 20% e inflamacién
++ 4. Mx(-).

3 13C 63 Tss Mama izquierda Metéstasis

ganglionar M1.

4 14C 68 Tss Mama izquierda Carcinoma

canalicular infiltrante.

5 15C 69 Ts Mama izquierda Metéstasis

ganglionar M1.

6 146 57 T,N,M, Adenocarcinoma pobremente

diferenciado Mx(-) compatible con
carcinoma de conductos mamarios.

7 107 44 T5N,M, Carcinoma de conductos infiltrantes
con angioinvasién linfética. Necrosis

focal + tumores en bordes
quirtrgicos e inflamacién crénica.
Mx(-).

8 86 50 TN M, Necrosis tumoral tipo comedo 5%
Carcinoma de conductos infiltrantes
con angioinvasién linfdtica. Mx(+) en

ganglios.

9 177 44 ToNLM, Carcinoma de conductos infiltrantes
con extensa angioinvasién linfatica y
vascular e inflamaciéon +4++. Mx(+).

10 136 Carcinoma Ductal

11 Fil 1 Filoides | = oo

12 Fil 2 Filoides | = —eee-

La muestra sombreada en la Tabla No. 8 carece de datos importantes como la
clasificacion TNM, asi como de un diagnéstico patolégico bien definido, sélo se
conoce el diagnéstico diferencial ya que a la paciente no se le dio seguimiento por
desercion. Sin embargo, se incluyé en el estudio ya que los resultados obtenidos,
presentan un patrén muy similar al de otras muestras de adenocarcinomas mamarios.
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Tabla No. 9. Concentracién del RNA total en pug/ul a una absorbancia de 260 nm.

Muestra No. RNA total
No. Control [ug/ul]
1 125 1476 pg/plL
2 173 1848 pg/ul
3 13C 1822 pg/pl
4 14C 1047 pg/ul
5 15C 743 pg/ul
6 146 ug/pl
7 107 1698 pg/pl
8 86 2848 pg/ul
9 177 ug/ul
10 136 1358 pg/ul
11 Fil 1 ug/pl
12 Fil 2 pg/pk

La Tabla No. 10 resume los resultados obtenidos para la expresién de los
transcritos de las isoformas antiapoptética y proapoptética del gen Mcl-1, ademds del
uso del gen HPRT como control.

Tabla No. 10.. Expresién de los transcritos de las isoformas “L” y “S” del gen Mcl-1.

Muestra No. Mcl-1 Mcl-1 HPRT

No. Control ‘1" “s
1 125 v X v
2 173 v X 4
3 13C v X v
4 14C v X v
5 15C v X v
6 146 v X v
/ 107 v v v
8 86 v v v
9 177 v v v
10 136 v v v
11 Fil 1 v X v
12 Fil 2 v X v
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DISCUSION

Mcl-1, como miembro de la familia antiapoptotica Bcl-2, juega un papel
importante dentro del proceso de muerte celular.

Los resultados anteriores, muestran que la participacion de Mcl-1 es
mayoritariamente antiapoptotica, puesto que la isoforma [ se expresé en todas las
muestras sometidas a estudio; sin embargo la variante encargada de promover la
muerte celular se detecté en cuatro ellas.

Mcl-1 codifica dos proteinas distintas, una de ellas suprime la apoptosis,
mientras que la ofra es capaz de promover la muerte celular. En diversos estudios,
donde se ha trabajodo con lineas celulares de placenta humana o de leucemia
mieloide, se reporta la existencia de ambas variantes.

A nivel de mRNA, la diferencia entre estas isoformas radica en la ausencia de
248 nucledtidos cerca del extremo 3’ para la variante proapoptética, originado por el
empalme alternativo que ocurre en el exén 2. La secuencia de las dos variantes ha sido
comparada previamente por Bae J. et al.®® y se confirma que existe un cambio en el
marco de lectura ubicado después del dominio BH3. Como consecuencia, la proteina
que promueve la muerte celular, carece de los dominios BH1, BH2 y TM. (Fig. No. 16)

McliL MFGLERNAVIGLNLYCGGAGLGAGSGGATRPGGRLLATEKEASARREIGG 50
Mcl-1S MEGLKRNAVIGLHLYCGGAGLGAGSGGATRPGGRLLATEKEASARREIGG

Mcl-iL GEAGAVIGGSAGASPPSTLIFDSRRVARPEPIGAEVEDVTATPARLLFFART 102
Mck1S GEAGAVIGGSAGASPPSTLTPDSRRVARPPPIGAEVPDVTATPARLLFFAPT

Mecl-iL  REAAPILEEMEAPAADAIMSPEEEL DGYEPEPLGKRPAYLPLLELVGESGNN 153
Mci-1S  REAAFLEEMEAFPAANAIMSFEEEL OGYEPEFLGKRPAVLPLLELVGESGNN

McliL  TSTOGSLPSTRPPAEEEEDELYROSLEISHEYLREQATGAKDTKEMERSGAT 205
Mcl-18 TSTDGSLPSTPPPAEEEEDELYROSLEISRYLREQOATGAKDTKPMGRSGAT
3

Mcl-1L SR LRRYGOGYQ RNHETAFQG MLRKLDIKNEDDVKSLSRVMIHVFS 255
Mcl-1S  SRKALET|ILRRVGDGVGO RNHETAFQG WVCGVLPCRGPRRWHQECAAGFC 253

Mel-iL MMTL:SFGAWMHLWNQESCEPMESHDWV RTKRD| WL 308

Mcl-18 RCCOWSREWFGS ISNKIALL® 271
___BH2 — _Tm__ o =
Mcl=1L VKOR GWDGF| VEFFHVEDLEGGIR rN\‘LLAFAGVAGVGﬂGLA1 YLIR" 350

Fig. No. 16. Comparacién de las secuencias de aminodcidos entre las dos proteinas.; Mcl-1 £y Mcl-1-5. Los
residuos proteicos idénticos entre ambas proteinas se muestra sombreado, el marco abierto de lectura para
Mcl-1 S predice una proteina de 271 aminodcidos, mientras que para Mcl-1 L se espera un producto de 350
aminoécidos. Los dominios BH1, BH2 y TM no se observan en Mcl-1 5.5
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[

Las muestras del grupo uno, corresponden a tumores en estadio dos, tres y
cuatro cuyo diagndstico patolégico refiere la presencia de carcinomas de conductos
infiltrantes con angioinvasién linfatica y vascular, asi mismo se reporta necrosis e
inflamacién crénica ademds de metéstasis ganglionar en dos de ellas.

La expresién del transcrito para la isoforma “£” o antiapoptética en este tipo de
muestras es de esperarse ya que se frata de células que han perdido la induccién a la
muerte celular; ademds de que Mcl-1 se expresa en células de constante proliferacién.

A pesar de fratarse de tumores en estadio dos, un tumor que podria
considerarse poco agresivo, el diagnéstico patolégico indica angioinvasién linfética; es
decir, posible diseminacién a los ganglios més cercanos.

En base a la estructura de la isoforma [, podemos observar que posee
dominios importantes que resaltan su funcién supresora de la muerte celular al formar
horquillas hidrofébicas: los dominios BH1, BH2 y BH3. Estos dominios se han
caracterizado también en otros miembros de la familia Bcl-2. (Fig. No. 17)

Mcl-1L

start

Fig. No. 17. Estructura de la isoforma £ del gen mc/-7. Se muestran los intrones (v) y el codén de inicio (1).58

La ausencia de la isoforma proapoptética en estas muestras pudo deberse a la
total supresién de su funcién por la variante antiapoptética.

La regién que rodea a los dominios BH1 y BH2 es importante para lo
heterodimerizacién con otros miembros de la familia Bcl-2, mientras que la regién TM
es vital para el anclaje de proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2 a la mitocondria y
a otros organelos celulares.

Muchos miembros de la familia Bcl-2 que solo poseen el dominio BH3 se han
caracterizado como ligandos proapoptéticos capaces de suprimir la funcién de unién a
ofros miembros de la familia antiapoptética Bcl-2 después de la formacién de
heterodimeros.
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Ya que Mcl-15 carece de los dominios BH1 y BH2, pero posee ain el dominio
BH3 se le han atribuido funciones netamente proapoptéticas, lo que se comprobé en
estudios donde se transfecté un plasmido con exceso de Mcl-135, resultando en muerte
celular. (Fig. No. 18)

1 228 230 272
Mcl-1S | 1 | )
start = Rl T e stop
Fig. No. 18. Estructura de la isoforma Sdel gen mc/-7. Se muestra el intrén (v) y el codén de inicio. (1).8

Sin embargo, el efecto proapoptético de Mcl-15 puede ser bloqueado por
inhibidores de las caspasas, tales como P53 durante la cascada de muerte celular.

Ambas isoformas coexisten en las células sanas viables al mismo tiempo,
manteniendo la homeostasis en el tejido epitelial, siendo Mcl-1/ mds abundante que su
variante con funciones opuestas.

Al tratarse de transcritos extremadamente inducibles, un minimo aumento en la
expresién de uno de los ellos sugiere un balance inapropiado entre ambas isoformas,
lo que daria un efecto antagénico de uno sobre el otro.

A nivel de proteinas, la accién de la variante que promueve la muerte celular
queda completamente inhibida por la isoforma antiapoptética. Este efecto fue
demostrado al transfectar plédsmidos que codificaban para Mcl-1/ donde la inhibicién
se presenté en un rango de 3:1.

En contraste a la heterodimerizacién de las isoformas que da como resultado el
total efecto inhibidor de Mcl-1/ sobre Mcl-1., se afirma que esto no ocurre con otros
miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2, como  Bcl-xL y Bcl-w, quienes al
interactuar con Mcl-15 hacen que la accién proapoptética de esta isoforma solo sea
parcialmente bloqueada.®®

Asi mismo Mcl-1/ no es capaz de antagonizar la accién de otros miembros
proapoptdticos, aln cuando se haya incrementado el nivel del plédsmido transfectado.

La formaciéon de dimeros de ambas isoformas o con miembros de la misma
familia se resume como se indica a continuacién:
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Tabla No 11. Formacién de dimeros para las isoformas £y Sdel gen Mcl-1.

Formacién
Unién de dimero Efecto
Bloqueo total de la
accién
Mcl-1 £+ Mcl-1 § v proapoptdtica de
Mcl-15

Mcl-1 £ + Miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2 v Blogueo minimo de
la accion
proapoptdtica

Mcl-1 £ + Miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2 X Ausencia de
interaccién

Mcl-1 § + Mcl-1 £ v Blogueo total de la
accién
proapoptética de
Mcl-18

Mcl-1 § + Miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2 X Ausencia de
inferaccion

Mcl-1 § + Miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2 X Ausencia de
interaccién

Por tanto, los resultados en base a la expresién del transcrito que codificard
para la proteina antiopoptética en estas muestras de adenocarcinomas mamarios son
sélo de cardcter confirmativo.

La célula tumoral seguird proliferando indefinidamente sin que exista la
posibilidad de frenar su crecimiento por si misma ya que ain ante la formacién de
dimeros con otros miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2, existird un bloqueo
parcial de su funcién y la célula optard por la sobrevivencia celular.

Respecto a las muestras que corresponden al grupo 2, en donde ambas
isoformas fueron detectadas, se descarta también la formacién de dimeros con
miembros proapoptéticos que pudieran resaltar su funcién como promotora de la
muerte celular.

En este caso se propone que el empalme alternativo de Mcl-15 pudiera utilizar
el mismo mecanismo de transcripcién que para  Mcl-1/ lo que conllevaria a la
disminucién de su expresién a nivel del transcrito.

Mcl-15 interactta Unicamente con su variante Mcl-1/ lo que sugiere que el
mecanismo de empalme alternativo en una célula que exprese Mcl-1/ pudiera ser
regulado bajo ciertas condiciones fisioldgicas o patolégicas. De esta manera, resultaria
la sintesis de la proteina proapoptética Mcl-15 capaz de inducir la muerte celular.
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En estas muestras, a pesar de que ambos transcritos se encuentran expresados,
lo isoforma antiopoptética se encuentra en mayor abundancia. Su variante con funcién
opuesta puede regularse de manera postranscripcional por medio de interacciones
proteina-proteina, lo que la dejarfa inhabilitada para iniciar el proceso de muerte
celular.

Si'la proteina sufriera fosforilacién, quedaria impedida para asociarse con Mcl-
1/, sin embargo ante la presencia de estimulos apoptoticos su interacciéon con la
proteina causante de la fosforilacién no existiria y Mcl-15 podria unirse a otras
proteinas antiapoptdticas que no sean miembros de Bcl-2 o bien a Mcl-1/y promoveria
la muerte celular.

De igual manera, Mcl-15 podria ser secuestrada en el citosol como proteina
inactiva y sufriria hidrélisis por las caspasas, especificamente por la caspasa 8 para dar
de nuevo origen a dos fragmentos distintos.

Uno de estos fragmentos volveria a situarse en la mitocondria donde actuard
antagonizando a las proteinas antiapoptéticas.

Senales de .
haj (& supervivencia \Cl
reducidas
Sefales de

P : Senales
supervivencia

proapoptéticas

Mitecondria _:r: T i Mitecondria J' Mitecandria Mcl-1
Transcripcicdn Transcripcién hidrolizada
Mel=1 v Mcl-1
Liberacidn del T Liberacion del
citocromo © citocromeo ¢
t 0 9
Activacién de las Activacion de las Activacién de las
caspasas caspasas casposas

Curva de
retroalimentaci
] )] 5] positiva

= &

Fig. No. 19. Regulacién de la apoptosis por Mcl-1. a) La induccién en la expresién de Mcl-1 por medio de
factores de supervivencia puede contribuir a la resistencia hacia la apoptosis. b) La privacién de los factores
de supervivencia o de la exposicién a sefiales proapoptéticas conlleva a la apoptosis al libere el citocromo ¢
de la mitocondria. ¢) La activacién de las caspasas durante la apoptosis puede hidrolizar restos de Mcl-1; en
cualquiera de sus 2 variantes, generando una molécula altamente promotora de la muerte celular. 3
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Gracias a la presencia de estimulos proapoptéticos, la proteina es liberada y
actta como inductora de muerte celular.

Inducir a la muerte a las células tumorales es una nueva y atractiva estrategia
en la terapia contra el cdncer, posible gracias a los avances en el entendimiento de los
mecanismos de la apoptosis.®®

Actualmente, se reportan trabajos en lineas celulares y en modelos animales en
los que se han desarrollado exitosamente compuestos que se unen a las proteinas
antiapoptéticas de la familia Bcl-2 con afinidades sub-nanomolares y que poseen una
potente actividad anti tumoral. *°

La finalidad en este tipo de estrategias es, entre otras, estimular mecanismos
gue disparen selectivamente la apoptosis celular, estén o no relacionados con la
activacién de caspasas, asi como inhibir o retirar los factores de crecimiento. (Tabla
No.12)

Tabla No. 12. Apoptosis en céncer.

Céncer

Situacién Patolégica:

Apoptosis WV (anti apoptosis)

Factores tréficos A

Actividad caspasas 4

Bcl-2 O
Tratamiento:

Factores de crecimiento Inhibir

Caspasas Estimular

Cinasas Variable

Apoptosis Estimular (pro apoptosis)

A\: Aumento de actividad W: Disminucién de actividad

La dificultad para inducir una apoptosis selectiva en células tumorales se
considera una de los causas del fracaso terapéutico en el tratamiento de muchas
enfermedades neoplésicas en la actualidad.  Por ello, se torna de fundamental
importancia el llegar a conocer las vias mediadoras en la apoptosis celular, con el fin
de inducirla o inhibirla.

Este enfoque puede posteriormente ayudar a reconocer las dianas y mecanismos de
posible explotacién terapéutica. Asi, es un hecho reconocido que diversos productos
capaces de inducir apoptosis en células cancerosas de diversas estirpes, ejercen su
efecto terapéutico y apoptético a través de la inhibiciéon de mecanismos de membrana
que consecuentemente a ello, producen una acidificacién intracelular. El alcanzar una
cierta disminucién del pHi parece ser un factor esencial en permitir la iniciacién de una
reaccién en cadena que acaba en la apoptosis.
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CONCLUSIONES

e Mcl-1/ se pudo identificar en las 12 muestras de adenocarcinomas mamarios,
lo que sugiere que el proceso de muerte celular estd disminuido. Esto se
observa con frecuencia en patologias en las que existe una proliferacién celular

descontrolada, como en el cancer.

e Lo variante proapoptética, Mcl-15 se identific6 en 4 de un total de 12

muestras.

e Mcl1-S coexistia con la isoforma antiapoptética, siendo minoritaria en relacién

a Mcl1-L.

e La coexistencia de ambas isoformas sugiere la formacién de dimeros entre

ellas mismas o bien con otros miembros de la familia Bcl-2.

e No se confirmé la hipétesis de que la variante antiapoptética sea mds

dominante en etapas avanzadas.
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Alelo. Una de las versiones alternativas de un gen que ocupa un locus
determinado de un cromosoma.

Alelo mutante. Alelo que se crea cuando una parte de un cromosoma se
replica de forma errénea durante la meiosis.

Amplificacién génica. Es un aumento en el ndmero de copias de un fragmento
de DNA particular; es un proceso raro o inexistente en las células normales
pero que resulta en ocasiones frecuente en células cancerosas.

Aneuploidia. Término que hace referencia a cambios en el ndmero de
cromosomas, pueden dar lugar a enfermedades genéticas y se presenta como
resultado de una no separacién cromosémica o por rezago anafdsico de un
cromosoma durante la divisién celular.

Ataxia felangiectasia. El  término ataxia se refiere @ movimientos
descoordinados, y telangiectasia al agrandamiento de los vasos sanguineos
(capilares) justo por debajo de la superficie de la piel. Los defectos en este gen
pueden llevar a que se presente muerte celular anormal en diversos lugares del
cuerpo, incluyendo la parte del cerebro que ayuda a coordinar el movimiento.
Autosoma. Cromosoma no usado para la determinacién del sexo. El genoma
humano estd formado por 22 pares de autosomas y un par de cromosomas
sexuales.La herencia de una enfermedad, afeccién o rasgo especifico depende
del tipo de cromosoma afectado (autosémico o cromosoma sexual) y de si el
rasgo es dominante o recesivo.

Autosémico domiante. La herencia de cardcter autosémico dominante significa
que el gen estd ubicado en uno de los autosomas afectando a hombres y
mujeres por igual, y sélo se necesita un gen para tener esta caracteristica.
Autosédmico recesivo. La herencia recesiva significa que ambos genes de un par
deben estar defectuosos para causar la enfermedad.

bcl-Z'. Gen cuyo nombre deriva de B-cell lymphoma 2, linfoma de células B-2;
segundo miembro de un grupo de proteinas inicialmente descrito en estudios
de la translocacién reciproca entre los cromosomasl4 y 18 observada en
linfomas foliculares.

Bcl-2". Es una familia de proteinas formada por 25 miembros
aproximadamente que constituyen un punto clave en la via intrinseca de
apoptosis celular.

brca-1". Gen que se localiza en el cromosoma 17. Las mutaciones en el gen se
transmiten con un patrén autosémico dominante.

*De acuerdo a las normas internacionales de nomenclatura los genes se escriben con mindscula en letra
cursiva (bcl-2, brca-1)
**Las protefnas codificadas por estos genes se escriben con un tipo regular y comienzan con mayUsculas (Bcl-

2)
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brca-2”. Gen que se localiza en el cromosoma 13. Las mutaciones en el gen
se fransmiten también con un patrén autosémico dominante. Tanto el breal
como el brcaZ son genes supresores tumorales que cominmente tienen la
funcién de controlar el crecimiento celular y la muerte celular.

cDNA. DNA fabricado usando RNA complementario. En su forma de una sola
cadena el cDNA es usado con frecuencia como una sonda.

Célula somdtica. Cualquiera de las células del cuerpo excepto las
reproductivas.

Diminutos dobles. Son pequefios fragmentos extracromosémicos de tamafo
variable que se replican automdticamente.

DNA. Acido desoxirribonucleico; el material genético de los seres vivos, existe
en las células como una doble hélice.

Dominante. Un alelo cuyo efecto es el mismo en las condiciones de
heterocigoto y homocigoto.

Electroforesis. Método para separar moléculas, mismas que se mueven a lo
largo de una corriente eléctrica en un medio (frecuentemente un gel) a
diferentes velocidades, dependiendo de su carga y tamafo.

Enzima de restriccién. Enzima aislado de las bacterias que reconoce secuencias
especificas de nucledtidos de DNA y corta el DNA en ese sitio.

Estimulacién autécrina. Ocurre cuando una célula que produce determinado
factor de crecimiento expresa el mismo tiempo el receptor para dicho factor
Exén. Regién transcrita de un gen que estd presente en el mMRNA maduro y que
posee el cddigo para la sintesis de una proteina.

Fenotipo. Expresion fisica del genotipo de un individuo.

Formas mendelianas de céncer. Trastornos como el retinoblastoma en los que
el riesgo de cdncer es muy alto, en algunos casos cercano al 100% y en el que
pueden existir mUltiples tumores primarios.

Gen. En términos moleculares, secuencia de DNA cromosémico que se
requiere para producir un producto funcional o proteina.

Gen supresor de tumor. Gen normal implicado en la regulacion de la
proliferacién celular. Ciertas mutaciones recesivas pueden desencadenar el
desarrollo de tumores, como el gen p53.
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Genotipo. Establece toda la informacién almacenada en el DNA, es decir, los
millones de pares de bases que forman los genes.

Hiperplasia atipica. Consiste en un cambio en las células que sélo se observa
bajo el microscopio y que se encuentra después de practicar una biopsia de
mama. Las mujeres que presentan hiperplasia atipica y antecedentes familiares
de cancer de mama en la madre, una hermana o una hija corren un riesgo
mds elevado.

Heterocigoto. Tener dos alelos diferentes en el mismo locus en un par de
comosomas homélogos.

Homocigoto. Tener dos alelos idénticos en el mismo locus en un par de
cromosomas homdlogos.

Homélogos. Los pares de cromosomas que portan los genes para las mismas
caracteristicas en el mismo sitio de cada cromosoma.

hprt*,  (Hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa) Gen de la economia
doméstica situado en la regién q26-27 del cromosoma X, es utilizado como
control en las reacciones de PCR.

Intrén. Segmento de un gen que es inicialmente transcrito, pero que después es
eliminado de la transcripcién primaria del RNA al empalmarse las secuencias
existentes a cada lado (exones).

Linea celular. Células de un tipo Gnico (humano) que se han adaptado para
crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en investigacién.

Locus. Posicién ocupada por un gen en un cromosoma. El locus (plural; loci)
puede estar ocupado por diferentes formas del gen (alelos).

Marco de lectura. Una de las tres posibles formas de leer una secuencia de
nucledtidos como series de tripletes. Un marco abierto de lectura no contiene
codones de terminacién y por tanto, es potencialmente traducible a proteina.

mcl-1% Gen localizado en el cromosoma 1; su nombre deriva de myeloid cell-
leukaemia 1, células de leucemia mieloide-1. Codifica para dos proteinas

denominadas Ly S, con funciones opuestas en el programa de muerte celular.
*De acuerdo a las normas internacionales de nomenclatura los genes se escriben con mindscula en letra
cursiva (hprt, mcl-1)
**Las proteinas codificadas por estos genes se escriben con un tipo regular y comienzan con mayusculas (Mcl-
14, Mcl-1 9
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Mcl-1 L. Mcl-1 [ (long; larga), es una proteina de 350 aminodcidos con
funcién supresora de la muerte celular.

Mcl-1-8. Mcl-1 S (short; corta), es una proteina de 271 aminodcidos con
funcién promotora de la muerte celular.

Metdstasis. Diseminacién de células malignas a otros lugares del cuerpo.
Mutacién. Cualquier cambio permanente heredable en la secuencia del DNA
gendmico. Si ocurre en una célula sexualmente reproductiva, éste puede ser
transmitido.

Mutacién estructural. Aquella mutacién que afecta a la estructura de los
cromosomas, forma y tamafio.

Mutacién puntual. Cambio de un solo par de bases nucleotidicas del DNA.
Mutacién somdtica. Mutacién en una célula somdtica.

Neoplasia. Crecimiento anormal producido por un desequilibrio entre la
proliferacién celular normal y el colapso celular normal. Puede ser benigno o
maligno (cdncer).

Nucleétido. Molécula compuesta por una base nitrogenada, un aziGcar de
cinco carbonos y un grupo fosfato. Un dcido nucleico es un polimero de
muchos nucleétidos

Oligonucleétido. Molécula corta de DNA generalmente de ocho a cincuenta
pares de bases sintetizada para ser utilizada con sondas o en la reaccién en
cadena de la polimerasa.

Oncogén. Gen que se comporta de una forma dominante implicado en la
ausencia de la regulacién del crecimiento y proliferacién celulares, responsable
del desarrollo de tumores. La mutacién o la sobrexpresion de los oncogenes en
células sométicas puede producir transformacién neoplésica.

p53. También llamado el "guardidn del genoma", éste gen se encuentra en el
brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica una proteina nuclear de 53
KDa, de ahi su nombre. Resulta esencial para inducir la respuesta de la célula
ante el dafio del DNA, deteniendo el ciclo celular en caso de mutacion. Es un
gen supresor tumoral que, por lo tanto, desempefia un papel importante en
apoptosis y control del ciclo celular.

PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa. Procedimiento en el cual
cantidades diminutas de DNA pueden ser copiadas millones de veces en unas
pocas horass.

Plasmido. Molécula de DNA circular extracromosémico, existente en bacterias y
levaduras, que se replica de manera independiente. Es utilizado como vector
de segmentos de DNA clonado.
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Poliposis familiar. Es un trastorno hereditario en el que se desarrollan 100 o
mds pélipos adenomatosos precancerosos, que tapizan el intestino grueso y el
recto.

Promotor. Secuencia de DNA localizada en el extremo 5’ de un gen, en la que
se inicia la transcripcién.

Protooncogén. Gen normal implicado en algunos aspectos de la divisién y la
proliferacién celular que puede activarse por mutacién u ofros mecanismos
para convertirse en un oncogén.

Recesivo. Alelo cuyo efecto puede estar enmascarado por la presencia de un
alelo dominante en el otro cromosoma homélogo.

Regiones homogéneamente teiidas. Uno de los dos tipos de cambio
citogenético en los que se detectan mdltiples copias de un segmento
amplificados de DNA en particular, donde los cromosomas no se bandean de
forma normal.

Retinoblastoma. Es un tumor maligno de la retina que generalmente afecta a
nifios menores de 6 afios y se presenta cuando una célula de la retina en
crecimiento sufre una mutacién en el gen supresor de tumores rb.

RNA. Acido é4cido. Tiene un papel activo en la sintesis proteica en tres formas:
RNA mensaijero, de transferencia y ribosomal.

RT-PCR. (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) La Transcripcién
Reversa - Reaccién en Cadena de la Polimerasa, permite la amplificacién de
una cantidad pequefia de moléculas diana de RNA (tanto mRNA como RNA
total) con gran especificidad, mediante la transcripcién reversa del RNA a
cDNA, que es posteriormente amplificado.

Sindrome de Cowden. Es un trastorno autosémico dominante, caracterizado
por la presencia de multiples hamartomas en la piel, pecho, firoides, tracto
gastrointestinal, endometrio y cerebro, y que predispone a un mayor riesgo de
tumores malignos como en el cancer de mama.

Sindrome de Li- Fraumeni. Es una enfermedad rara autosémica dominante que
afecta a pacientes j6venes y que consiste en una predisposicién a desarrollar
un amplio rango de tumores.

Sindrome de Muir. Sindrome que se hereda con carécter autosémico
dominante, caracterizado por la asociacién de neoplasios cutdneas con
diferenciacion sebdcea y tumores viscerales malignos, sobre todo carcinoma de
colon.

Sonda. Secuencia de RNA o DNA marcada que se utiliza para detfectar la
presencia de una secuencia complementaria por hibridacién molecular.
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TAE. Buffer utilizado en la electroforesis; tris-acetato-EDTA.

Traduccién. Sintesis de un polipéptido a partir de su plantilla de mRNA.
Transcripcién. Sintesis de una molécula de RNA de cadena simple a partir de
una plantilla de DNA en el nicleo celular y catalizada por RNA polimerasa.

Translocacién. Asi se denomina | infercambio de segmentos entre cromosomas.
Puede ser reciproca o no, e implicar cromosomas homélogos o no homélogos.
Tumor de Wilms. También denominado nefroblastoma, es un tumor maligno
que se origina en las células del rindn.

Vector. Molécula de DNA en la que se ha clonado un gen o un fragmento de
DNA. Es capaz de replicarse en un huésped determinado vy, por tanto, replicar
el segmento de DNA clonado.
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Tabla No.13. Modificacién en la clasificacién TNM en céncer de mama

Estadio
o Tis Mo MO
I T~ MO rAD
I LA TO [Nl RO
T~ ™A rAD
T2 [ u] MO
=] T2 [Nl RO
T3 MO rAD
A TO [ = RO
T~ M2 rAD
T2 [ = RO
T3 [Nl RO
T3 M2 rAD
e T4 MO PO
T4 [Nl RO
T4 M2 rAD
ez Zuaslguier T | B rAD
s Cualquier T Cualqguier M FA1
* T4 incluye T4 mic (mMicroinvasion (O,1 cm).

1. Se separa micrometdstasis y células tumorales aisladas basdndose en el tamafo vy
evidencia histolégica de actividad maligna.

2. Se identifican el uso de la diseccion del ganglio centfinela y de técnicas
inmunohistoquimicas y moleculares.

3. Las clasificaciones del estado ganglionar se realizan segin el nimero de ganglios con
metdstasis. Estas se identifican con HE (preferentemente) o con inmunohistoquimica.

4. Las metdstasis en ganglios infraclaviculares se clasifican como N3.

5. Se reclasifican la metdstasis en los ganglios de la mamaria inferna basdndose en el
método de su deteccién y en la presencia o ausencia de afectacién de los axilares. La
metdstasis microscopica hallada con la técnica del ganglio centinela empleando
linfoescintigrafia, y no por estudios de imagen o examen clinico, se clasifica como N1. Si
hay afectacién macroscépica de los ganglios detectada por estudios de imagen (excluyendo
linfoescintigrafia) o por examen clinico, se clasifica como N2 si no hay también afectacién
de ganglios axilares y como N3 si hay afectacién de ganglios de ambas cadenas.

6. La metdstasis de ganglios supraclaviculares se clasifica como N3.
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Tabla No. 14 Principales diferencias entre la clasificacion TNM 5°. Y 6°. Edicién.

5% Edicion

6 Edicion

Tis.- Carcinoma in situ

pNO.- No ganglios regionales con metdstasis

pN1.-Metdst. maviles en ganglio(s) axilares ipsil.

pN1(mi).- Excluida
pN1a.- Sdlo micrometastasis {<0,2 cm)
pN1b.-Metdstasis > de 2 mm (alguna de ellas)

pN1bi- Metast. 1 a 3 ganglios, >0,2 cm/<2 cm
pN1bii.- Metast. 4 6 mas ganglios »0,2 cm/<2 cm
pN1biii.- Metast. < 2 cm y extension extracapsular
pN1biv.-Metast. ( 2 cm

pNic.- Excluida

pN2.- Metdstasis en ganglios axilares ipsilaterales
con fijacion entre ellos o con ofras estructuras

pN2a - Excluida

pN2b.- Excluida

pN3.- Metastasis en ganglios mamarios internos

pN3a - Excluida

pN3b.- Excluida

pN3c - Excluida

M1.- Metastasis a distancia
{incluida en ganglios supraclaviculares)

Tis.- Carcinoma in situ

Tis (CDIS).- Carcinoma ductal in situ

Tis (CLIS).- Carcinoma lobulillar in situ

Tis (Paget).- E. de Paget del pezdn sin tumor

pNO.- No metastasis, histoldgicamente, en ganglios regionales, sin
examen adicional para CTA

pNO(i-).- No melastasis, histoldgicamente, en ganglios regionales,
IHQ negativa

pNO(i+).- No metastasis, histoldgicamente, en ganglios regionales,
IHQ positiva con CTA (grupo de células neoplasicas <0,2 mm)
pNO(mol-).- No metastasis, histoldgicamente, en ganglios regionales;
estudio molecular negativo

pNO(mol+).- No metastasis, histolégicamente, en ganglios regiona-
les. Estudio molecular positivo

pN1.- Metaslasis en 1 a 3 ganglios axilares, y/o en ganglios mama-
rios internos con afectacion microscapica detectada por diseccion del
ganglio centinela, pero no clinicamente aparente*

pN1(mi).- Micrometastasis (> 0,2 mm / < 0,2 cm)

pN1a.- Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares

pN1b.-Metastasis en ganglios mamarios internos con afectacion
microscopica detectada por diseccién del ganglio centinela, pero no
clinicamente aparente’

pN1bi.- Excluida

pN1bii.-Excluida

pN1biii - Excluida

pN1biv .- Excluida

pNic- Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares, y en ganglios mamarios
internos con afectacion microscopica deteclada por diseccion del ganglio
centinela, pero no clinicamente aparente’(La afectacion mamaria intemna
asociada con mas de tres ganglios axilares afectados, se clasifica pN3by)

pN2.- Metaslasis en 4 a 9 ganglios axilares, o en ganglios mamarios
internos clinicamente aparentes' en ausencia de ganglios axilares
afectados

pN2a.- Metéstasis en 4 a 9 ganglios axilares (al menos un deposito
tumoral 0,2 cm)

pN2b.-Metastasis en ganglios mamarios internos clinicamente detec-
tables'en ausencia de ganglios axilares afectados

pN3.- Metaslasis en 10 6 mas ganglios axilares, o en ganglios infra-
claviculares, o en ganglios mamarios internos ipsilaterales clinica-
mente deteclables'en presencia de 1 6 mas ganglios axilares afecta-
dos; o en mas de 3 ganglios axilares con metdastasis microscépica en
ganglios mamarios internos, clinicamente negativos, o en ganglios
supraclaviculares ipsilaterales

pN3a.- Metastasis en 10 6 mas ganglios axilares (con al menos un
depdsito tumoral =0,2 cm), o metastasis en ganglios infraclaviculares
pN3b.- Metdstasis en ganglios mamarios internos ipsilaterales clini-
camente detectables‘en presencia de 1 6 mas ganglios axilares afec-
tados; o en mas de 3 ganglios axilares y en ganglios de la mamaria
interna con afectacion microscopica detectada con diseccion del gan-
glio centinela, pero no clinicamente aparente

pN3c.- Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales

M1.- Metdastasis a distancia

* Clinicamente aparente, detectable: Detectado por estudios de imagen (excluyendo linfoescintigrafia) o por examen dlinico.
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Fig. No. 20. Microarreglo de expresién en tumores mamarios de mujeres mexicanas.®!
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Muestra No.107. Carcinoma de conductos infilirantes con angioinvasién  linfética.
Necrosis focal + tumores en bordes quirGrgicos e inflamacién crénica. Mx(-).

M IsoL CEnd Is0S (-)
123 bp

BN
" =

0‘

487bp 583bp  329bp
487bp
329bp

Muestra No.136 Carcinoma ductal.
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M IsoL HPRT IsoL Iso S
100 bp C.End

487bp  282bp 583bp  329bp

Muestra No.125 Carcinoma de conductos infiltrantes con angioinvasién linfdtica.
Necrosis tumoral tipo comedo e inflamacién crénica leve. Mx(-).

M Isol
100 bp

487bp 583bp

Muestra No.173 Carcinoma de conductos infilirantes con angioinvasién linfética y
vascular. Necrosis tumoral 20% e inflamacién +++. Mx(-).
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M IsoL C.End ()
123 bp

487bp  583bp
487bp
329bp

Muestra No. 86 Necrosis tumoral tipo comedo 5% Carcinoma de conductos infiltrantes
con angioinvasién linfética. Mx(+) en ganglios.

HPRT. Amplificado de 229 bp.
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Anexo Il

CA03. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LAS ISOFORMAS LY § DEL GEN MCL-1 EN
CANCER DE MAMA.

Miryam Gonzélez-Gonzalez, Diego J. Arenas-Aranda., Carolina Barrientos-Salcedo, Fabio Salmanca-Gomez,
Normand Garcia-Hernandez, *Maria Dolores Vergara, *Monica Sicrra Laboratorio de Genética Molecular, UIM
Genética Humana, CMN SXXI, IMSS, ‘Lab de Genética Humana, Hospital Judrez de México. E-mail;

ir

ahoo.com.mx

Palabras clave: Mcl-1, apoptosis , cancer de mama

Introduccidn. El cincer de mama se p |

como la segunda causa de muerte en nuestro pais. Dentro de
los factores relacionados con el desarrollo o la progresion
tumoral, se encuentran aquellos mecanismos que | participan

enla lacion del ciclo celular como laapop
I::olbg:co fundamental que involucra tanto a gcnes de
pid como de traduccitn y que esti estr
lado; sin 20, un bal, mn.pmplado a nivel de
proteinas pro-apoptiticas y anti-apoptd causa a nivel
lecular, la it émala de genes que regulan la

muerte celular progm'nuda, tal es el caso de Mcl-1,
miembro de la familia Bel-2 que presenta 2 variantes, las
isoformas L y § las cuales participan suprimiendo o

d lerade 123 bp.
Resultados. Hasta el los resultados obtenidos en
dosde las muestras son'm:das aesle ensayo, correspondena
la exp de las i b das. Los amplificados

que se observan son de 487 bp para la isoforma L del exdn
uno al dos y de 583 bp para la misma isoforma pero del exdn
dos al tres: amplificado que se utiliza como control intemo,
para asegurarse de que se trata realmente de la isoforma
buscada y de 329 bp para la isoforma S del exdn uno al tres,
En una de las muestras, se confirma la actividad antagénica
de una de las isoformas respecto a la otra, ya que mientras
Mel-1L se expresa, Mel-18 no; mientras que en otra de las

icada como un infiltrante,

‘prunmvlendo la apoptosis. El gen Mel-1 se encuentra
en el Iq21, tiene una vida media

corta ¥ estd cunforrnado por | tres exones codificantes para
teinas (1), Medi ivo se orignan dos
mRNAs distintos, que codifican para Mel-1L, isoforma que

contiene el segun.do exon, puodc ser hidrolizada por las
Itado una proteina anti

ningunade Ins;sofunnus estd presente,
Conclusiones. Seobserva que una de las isoformas, Mel-1

cnpnz de anmgomza: la accion de Mel- 15 ("’J
isoforma, que carece del exon dos y que en contraste a Mel-
IL, promueve la muerte celular programada. Mediante
estudios de mlcmumglos de expresion en tumores
mamarios de muj gnipo
sub-expresado en un alto porcentaje al gen Mcl-1 (3), sin
embargo no se definid cual de las isoformas presentd ese
comportamiento. En base a lo anterior en este trabajo se
analizo la expresion de las isoformas L y § en tumores
mamarios de mujeres mexicanas, con la finalidad de
determinar si se pueden emplear como marcadores de
diagndstico en esta patologia tan frecuente en nuestra
poblacién,
Material. Se utiliza RNA extraido de muestras de tumores
mamarios de mujeres nmmmas‘ pacientes del Hospital
Juiirez de México y que cor al dios de dicho
cincer.
Métodos, Partiendo de su previa cuantificacion
espectrofotométrica, se realiza un RT-PCR. Los
li ledtidos fueron disefiados con los prog Oligo
¥ DNAman para cada i scgﬁln las i
publicadas en el GeneBank y cuyos nirneros de acceso son:
NM 021960 y NM 182763, Para la isoforma L, se
construyeran iniciadares del exdn uno al dos y del exdn uno
al tres y para la isoforma S del exon uno al tres. La reaccion
de PCR se realiza con las siguientes condiciones: 1 ciclo a
94°C por 10min, 30 ciclos de 94°C 30 seg, 58°C 30 seg,
74°C 30 seg y finalmente 74°C 10 min. Los productos
obienidos se analizan en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido
con EtBr. El tamafio de los amplificados se compara con

5, se a sobre exj en relacidn & la variante
anti-apoptética Mcl-1 L, el tamaiio de los ampht'eados
corresponde a los esperados; sin embargo existe lap
de bandas inespecificas que corresponden prot ot a
otras isoformas del gen.
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