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1. INTRODUCCION

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DEMAMA

SEGUN LA OMS, cada afio se diagnostican
mas de diez millones de nuevos casos de
cancer, lo que unido su alto indice de
mortalidad cercano al 25%, situa al cancer
como la segunda causa de muerte en el
mundo.

SEGUN LA ASOCIACION ESPANOLA
CONTRA EL CANCER (AECC) el cancer de
mama es la neoplasia maligna sdlida mas
frecuentemente diagnosticada en las
mujeres occidentales, esto es Norteamérica
y Europa, y la que tiene mayor prevalencia
mundial a 5 afios en ambos sexos.

AUNQUE LA MORTALIDAD por cancer de
mama ha tenido una evolucién llamativa,
con un importante aumento desde los afios
50 hasta la década de los 80 [Botha y cols,
2003], durante las dos ultimas décadas en la
mayor parte de los paises desarrollados se
ha observado una disminucién de la misma,
debido sobre todo al éxito de los nuevos
tratamientos y a la implantacion de los
programas de cribado.

AUN ASI, EL CANCER DE MAMA, se coloca
como la quinta causa de muerte entre los
enfermos oncoldgicos, siendo la
responsable de 522.000 muertes en el afo
2012. De hecho, sélo en el afio 2012 se
diagnosticaron 1,67 millones de nuevos
casos en todo el mundo, lo que supone el
25% de todos los casos diagnosticados en

mujeres y menos del 1% en los hombres.

DESPUES DEL CANCER DE PULMON, el
cancer de mama es en la actualidad la causa
de muerte mas frecuente entre las mujeres
de zonas menos desarrolladas (324.000

muertes, 14,3% del total) y la segunda causa
de muerte en zonas mas desarrolladas
(198.000 muertes, 15,4%), suponiendo la
primera causa de muerte en mujeres entre
40y 55 afios.

APROXIMADAMENTE EL 25% con
diagndstico de cancer de mama en estadio
precoz desarrollara la  enfermedad
metastasica que sigue siendo incurable, por
lo que la investigacion, el diagndstico vy el
tratamiento del cancer de mama deben ser
aspectos prioritarios dentro de la politica
sanitaria. Es por tanto necesario continuar
con los programas de diagndstico precoz,
evitar los retrasos en los diagndsticos vy
asegurar a los pacientes la mejor estrategia
terapéutica.

LA AGENCIA INTERNACIONAL PARA LA
INVESTIGACION DEL CANCER (IARC) es el
organismo especializado para el cancer de
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y
la responsable de publicar periédicamente
el informe GLOBOCAN, con los datos mas
actualizados a nivel mundial sobre la
incidencia, prevalencia y mortalidad por
cancer de los 28 tipos mas frecuentes de
184 paises. Este informe, disponible en la
pagina http://qlobocan.iarc.fr, supone una
valiosa visién de lo que representa la carga

del cancer en el mundo, con informacion de
poblacién adulta, mayor de 15 afios, con
datos globales de la poblacién pero también
por paises y regiones del mundo, segun su
sexo, y con predicciones hasta dentro de 20
afos.


http://globocan.iarc.fr/

EN EL INFORME GLOBOCAN 2012 para
Espafia, la estimacidn de la incidencia global
de céancer de mama en el aiio 2012 fue de
27.182, con un aumento gradual respecto al
afio 2006, que fue de 26.493. Este
porcentaje supone casi el 30% de todos los
tumores detectados en la poblacién
femenina espafola. Asi mismo, fue el tumor
con mayor prevalencia a 5 afios (17.9%), el
quinto en incidencia (11,7%) y el cuarto en
mortalidad (5,9%) en ambos sexos. En las
mujeres, la mayor incidencia, mortalidad y
prevalencia a 5 afios es para el cancer de
mama (29%, 15,5% v 40,5%,
respectivamente), provocando la muerte de
6.000 mujeres cada afio.

NCIDENCIA

v

FIG. 1.1 Incidencia en mujeres en los tumores mds
frecuentes. GLOBOCAN 2012

MORTALIDAD

4

FIG. 1.2 Mortalidad en mujeres en los tumores mds
frecuentes. GLOBOCAN 2012
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PREVALENCIA A 5 ANOS?

FIG. 1.3 Prevalencia a 5 afios en mujeres en los tumores mds
frecuentes. GLOBOCAN 2012

FIG. 1.4 Leyenda figuras 1-3. GLOBOCAN 2012

EN LOS PAISES DE LA CUENCA EUROPEA
(Espafia, Centroeuropa, Portugal e Irlanda),
la incidencia de este tumor es inferior a la
de paises como Estados Unidos, Canads,
Reino Unido, Paises Bajos, Alemania,
Francia y Suiza. La tasa de supervivencia en
los paises mediterraneos también es mayor,
lo que se ha relacionado con el efecto
protector de la dieta mediterranea.

A PARTIR DE 1.992, |a tasa de mortalidad de
este cancer en Espafia empezd a descender
a un ritmo del 2% anual, mientras que la
tasa de supervivencia se incrementd por
encima del 75% a los cinco afios del
diagnodstico. Estas tendencias, se deben
principalmente a los programas de
deteccion precoz y a los avances en el
tratamiento sistémico, lo que explica las



1. INTRODUCCION

tasas de supervivencia mayores en paises LAS ESTADISTICAS también nos muestran
desarrollados como Estados Unidos, gue la mayoria de los casos se diagnostican
Canad3, Japon y Europa Occidental. entre los 35 y los 80 afios. De este modo,

podemos ver como todos los estudios
poblacionales coinciden en que la incidencia

30 de una forma grafica es de un 25% en las
mujeres menores a 50 afios, de un 50%
» entre las mujeres con edades comprendidas
" entre los 50 y los 69 afos y de un 25% para
las mayores de 70 anos.
W Denmark
15 W Finland
W France
W Slovakia
10 ™ Spain
W United Kingdom
5
0

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

FIG. 1.5 Tendencia en la mortalidad del cdncer de mama por
grupos de edad (tasa por 100.000). GLOBOCAN 2012

> 64.8 }
458 - 64.8 v /

33.9 - 458
24.1 - 839
< 2441

- No data I:l Not applicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: GLOBOCAN 2012 World Health
on the part of the World Health Organization conceming the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map production: IARC v Organiza[ion
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization

for which there may not yet be full agreement. ©WHO 2015. All rights reserved

FIG. 1.6 Estimacion de la incidencia de cdncer de mama.
GLOBOCAN 2012
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1.1.2. FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA

LA ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD
OMS ha establecido la existencia de
multiples y diversos factores de riesgo del
cancer de mama, siendo los de mayor
importancia los que tienen una base
hormonal. También aclara que en Ia
mayoria de las mujeres afectadas no es
posible identificar los factores de riesgo
especificos.

FACTORES DE RIESGO REPRODUCTIVOS

EL CDL (Center of Disease Control) y el NCI
(National Cancer Institute) clasifican los
factores de riesgo de cancer de mama con
base hormonal en dos  grupos,
reproductivos y no reproductivos:

EMBARAZO: Diversos estudios muestran
que el riesgo que tiene una mujer para
desarrollar cancer de mama estd
relacionado con la exposicion a sus
hormonas ovaricas (estrogenos enddgenos
y progesterona) ya que estimulan el
crecimiento celular. Asi, los factores
reproductivos que aumentan la duracion
y/o el nivel de exposicion a las hormonas
ovdricas, tales como aquéllos que
aumentan el nimero de ciclos menstruales:
menarquia temprana, menopausia tardia,
embarazo después de cumplir 30 afos, no
haberse quedado embarazada, etc. se han
asociado a un mayor riesgo de cdncer de
mama. [1-3]

LACTANCIA: Al igual que el embarazo, la
lactancia prolongada reduce el nimero de
ciclos menstruales en la mujer. Ademas,
también produce cambios directos en las
células mamarias, provocando su
diferenciacidon y maduracién para producir
leche. Esta diferenciacién parece estar
relacionada con una mayor resistencia de
éstas células a mutar en células

cancerigenas. [4-7]

CONTROL DE LA NATALIDAD: Otros
estudios sugieren que el uso de pildoras
contraceptivas basadas en el uso de

estrogenos y progesterona, en especial
entre mujeres jovenes, incrementan
ligeramente el riesgo de cancer de mama
mientras que disminuyen el riesgo de
cancer de Utero y ovario. [8-9]

TERAPIA HORMONAL DESPUES DE LA
MENOPAUSIA/REEMPLAZO HORMONAL:
La terapia hormonal con estrégeno (a
menudo combinada con progesterona) ha
sido usada durante muchos afios para
ayudar a paliar los sintomas de |la
menopausia y la osteoporosis. Este tipo de
tratamiento se realiza bien con estrégenos
Unicamente (en mujeres que han sufrido
una  histerectomia) o combinando
estrégenos con progesterona (en mujeres
gue conservan el Utero) ya que se ha visto
gue la terapia basada Unicamente en el uso
de estrégenos incrementa el riesgo de
cancer de utero. La terapia hormonal
combinada después de la menopausia
incrementa el riesgo de padecer cancer de
mama con tumores de mayor tamafio y con
mayor riesgo de dispersidon a los nédulos
linfaticos. [10] La mortalidad en las mujeres
gue toman este tratamiento también es
mayor (2,6/1000) comparada con el grupo
de control (1,3/1000). [11]

11
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FACTORES DE RIESGO NO REPRODUCTIVOS

ENVEJECIMIENTO: Ademds de pertenecer
al sexo femenino, el envejecimiento es el
factor de mayor riesgo para el cdncer de
mama [12]. El riesgo de padecer cancer de
mama se incrementa conforme la edad
aumenta. Aproximadamente uno de ocho
canceres de mama (12,5%) se detecta en
mujeres menores de 45 anos de edad,
mientras que aproximadamente dos de tres
canceres de tipo invasivos (66,66%), se
encuentran en mujeres de 55 aflos o mas. A
partir de los 80 afios esta tendencia se
estabiliza. [22]

EL CONSUMO FRECUENTE DE BEBIDAS
ALCOHOLICAS:
epidemioldgicos han evidenciado la relacion

Numerosos estudios
entre el consumo de alcohol y el riesgo de
cancer de mama en mujeres. [13-15]

SOBREPESO U OBESIDAD DESPUES DE LA
MENOPAUSIA: Tras la menopausia, los
estrégenos, en vez de producirse
principalmente en los ovarios, se producen
en el tejido adiposo. Un exceso de tejido
adiposo después de la menopausia puede
aumentar la probabilidad de padecer cancer
de mama al aumentar los niveles de
estrogenos. Ademas, los niveles elevados
de insulina asociados al sobrepeso también
estan asociados a algunos tipos de cdancer,
incluyendo el cancer de mama. No
obstante, la relacion entre el pesoy el riesgo
de cancer de mama es compleja: Parece que
el riesgo aumenta en mujeres que suben de
peso en su vida adulta, pero es posible que
no aumente en aquellas mujeres que han
tenido exceso de peso desde la infancia. Un
exceso de grasa en el area de la cintura
también supone un mayor riesgo que la
misma cantidad de grasa en las caderas y los
muslos. [16-18]

12

ACTIVIDAD FiSICA: La evidencia indica que
la actividad fisica reduce el riesgo de cdncer
de mama. Caminar a paso ligero de 1,25 a
2,5 horas por semana reduce al 18% el
riesgo de padecer cancer de mama. Con
diez horas de caminata a la semana el riesgo
se reduce aun mas. [19-20]

INCIDENCIA SEGUN EL SEXO: Ser mujer es
el principal riesgo de padecer cancer de
mama. Aunque los hombres también
pueden padecer esta enfermedad, es
aproximadamente 100 veces mas comun en
las mujeres que en los hombres, debido
probablemente a que los hombres tienen
menos hormonas femeninas, estrégenosy
progesterona. Entre los factores de riesgo
para el cdncer de mama masculino se
encuentran la obesidad (con un exceso de
tejido mamario y elevados niveles de
estrégenos), el sindrome de Klinefelter y la
ginecomastia. [21]

FACTORES DE RIESGO GENETICOS: Se
estima que entre el 5 y el 10% de los casos
de cancer de mama son hereditarios. Las
mujeres con alteraciones en alguno de los
dos principales genes de susceptibilidad
(BRCA1 y BRCA2) tienen una mayor
probabilidad de desarrollar cdncer de mama
alo largo de la vida. En las células normales,
estos genes ayudan a prevenir el cancer al
producir  proteinas que evitan el
crecimiento anormal de las células. Aunque
en algunas familias con
mutaciones BRCA1 el riesgo de padecer
cancer de mama durante la vida es tan alto
como 80%, en promedio este riesgo parece
estar entre 55 y el 65%. Para las
mutaciones BRCA2, el riesgo es menor,
alrededor del 45%. Otros genes cuyas
mutaciones estan relacionadas con el
cancer de mama son el p53 (Sindrome de
Lifraumeni), presente en el 17% de los



casos, PTEN (Sindrome de Cowden) y ATM
(Sindrome ataxia-teleangiectasia). En el
caso de los hombres, mutaciones en el gen
RAD51B es un factor de riesgo para esta
enfermedad. [23-24]

ANTECEDENTES FAMILIARES DE CANCER
DE MAMA: El riesgo de cancer de mama es
casi el doble en las mujeres cuyos familiares
directos o consanguineos tienen esta
enfermedad, pudiendo triplicarse si tienen
dos familiares de primer grado con cancer
de mama. Se desconoce el riesgo exacto,
aunque se sabe que las mujeres con
antecedentes familiares de cdncer de seno
en el padre o un hermano también tienen
un riesgo aumentado de padecer esta
enfermedad. En total, alrededor del 15 por
ciento de las mujeres con cancer de mama
tiene un familiar con esta enfermedad. Esto
significa que la mayoria (mas de 85 por
ciento) de las mujeres que padecen cancer
de mama no tienen antecedentes familiares
de esta enfermedad. [25]

ANTECEDENTES PERSONALES DE CANCER
DE MAMA. Una mujer con cancer en una
mama tiene un riesgo de tres a cuatro veces
mayor de padecer un nuevo cancer en la
otra mama o en otra parte de la misma
mama (segundo cancer de mama primario).
Esto es diferente a la recurrencia o regreso
del primer cancer, puesto que se trata de un
nuevo cancer primario sin relacién alguna
con el anterior. Este riesgo es de hasta el 2%
en mujeres pre-menopausicas y del 0,5% en
mujeres postmenopdusicas. En caso del
carcinoma in situ, el riesgo a 10 afios de
padecer cancer contralateral es del 5%.
[26]

1. INTRODUCCION

RAZA Y ORIGEN ETNICO: En general, las
mujeres de raza blanca tienen una
probabilidad ligeramente mayor de padecer
cancer de mama que las mujeres de raza
negra, aunque éstas Ultimas tienen una
mayor probabilidad de morir de este
cancer. Sin embargo, en las mujeres
menores de 45 anos de edad, el cancer de
mama es mdas comun en las mujeres de raza
negra. Las mujeres asiaticas, hispanas e
indias americanas tienen un menor riesgo
de padecer y morir de cdncer de mama. [27-
28]

TEJIDO MAMARIO DENSO: Las mamas
estdn formadas por tejido adiposo, tejido
fibroso y tejido glandular. Se dice que una
mujer tiene el tejido mamario denso cuando
tiene mas tejido glandular y fibroso y menos
tejido adiposo. Las mujeres con senos
densos, ademds de presentar unas
mamografias menos precisas, tienen un
mayor riesgo de cancer de mama que las
mujeres con senos menos densos. La
densidad de las mamas puede verse
afectada por factores como la edad, la
condicibn  menopdusica, el uso de
medicamentos (como terapia hormonal en

la menopausia), embarazo y genética. [29]

FIG. 1.7 Tipos de tejido mamario en mamografia. De izquierda
a derecha: Denso, Normal y Graso
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1.1.3. DIAGNOSTICO

DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

LA DETECCION CLINICA Se basa en la
inspeccidn y palpacion de la mama con el
objeto de localizar cambios cutdneos
(edema, eritema, piel de naranja,
inflamacidn), cambios en la morfologia de la
mama y en su convexidad normal, cambios
en el pezén (retraccién, aplanamiento o
inversidn, desviacién de su orientacidon
normal, eritema, pérdida de elasticidad,
persistencia de lesion eccematosa) o
lesiones malignas (nddulos  Unicos,
irregulares o estrellados, consistencia dura,
fijos a piel o tejidos adyacentes,
generalmente no dolorosos).

PARA EL DIAGNOSTICO ANATOMO-
PATOLOGICO de las lesiones sospechosas
tumorales de mama se llevan a cabo
procedimientos de Puncion Aspiracidn con
Aguja Fina (PAAF) o Biopsias con Aguja
Gruesa (BAG) con el fin de obtener cilindros
de tejido tumoral sobre los que realizar las
diferentes técnicas de inmunohistoquimica
y evaluar asi el estado de los receptores de

DIAGNOSTICO RADIOLOGICO

estradiol/progesterona o la valoracién de
proteinas tumor-supresoras.

EN ALGUNAS OCASIONES es necesario
realizar una biopsia escisional.

EL GANGLIO CENTINELA es el primer
ganglio que recibe el drenaje linfatico de un
tumor primario y cuya localizacién se suele
realizar mediante la inyeccién de isotopos
radiactivos y posterior gammagrafia de
control.

LA BIOPSIA SELECTIVA DEL GANGLIO
CENTINELA (BSGC) es una técnica poco
invasiva que se realiza mediante una
pequefia escision a nivel axilar y permite el
estudio de la adenopatia con el fin de
estudiar si existe metdstasis y, si es el caso,
determinar el estadio en el que se
encuentra el tumor con el fin de obtener un
valor prondstico de cancer de mama.

MAMOGRAFIAS

LA MAMOGRAFIA es el método mas
importante en el diagndstico precoz del
cancer de mama. Al permitir la visualizacion
del 90% de los tumores, su uso en los
procesos de cribado estd ampliamente
extendido y ha conseguido reducir la
mortalidad por cancer de mama entre un
15-20% en mujeres de 40 a 75 afios. [30]

LA AMERICAN COLLEGE OF RADIOLOGY
(ACR, 2003), propone la Breast Imaging and
Reporting and Data Base System-BI-RADS,
categorizacion diagnéstica en la que los
hallazgos mamograficos se clasifican en 7
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grupos (0 al 6), con inclusion de las
recomendaciones de manejo.

LAS MAMOGRAFIAS ESTAN INDICADAS en
todas las mujeres sintomaticas, aun estando
embarazadas, con sospecha clinica de
cancer de mama asi como en las mujeres
asintomaticas incluidas en los programas de
cribado para cancer de mama. También
estdn indicadas en las mujeres con lesiones
clasificadas como probablemente benignas
y en aquéllas con riesgo aumentado de
cancer.



LA PERIODICIDAD DE LAS MAMOGRAFIAS
se recomienda anual o bianual para las

mujeres de entre 40-50 afios y bianual para
las que tengan una edad de entre 50-70
afios. Las mamografias realizadas a partir de
los 70 afios de edad no muestran ningun
beneficio probado.

C

FIG. 1.8 Imagen comparativa de una mamografia
normal (A), con evidencia de un quiste benigno (B) y
con masa tumoral (C).

ECOGRAFIAS MAMARIAS

LAS ECOGRAFIAS MAMARIAS no se
recomiendan como técnica de screening y
su uso se limita a la identificacion de
lesiones quisticas, visualizacién de nédulos
axilares, biopsia y marcaje previo al
tratamiento y a la evaluacion de mamas
densas en mujeres jovenes.

FIG. 1.9 Imagen comparativa una mamografia
(Imagen superior) y una ecografia mamaria (imagen
inferior).

1. INTRODUCCION

LA RESONANCIA NUCLEAR MAGNETICA

LA RMN es una técnica de imagen con
mayor sensibilidad aunque con menor
especificidad que las mamografias. Su uso
estd indicado en los programas de cribado
en aquéllas mujeres con riesgo acumulativo
de cancer de mama mayor del 20%, como es

el caso de las que presentan mutaciones en
el gen BRCA.

FIG. 1.10 Imagen de una RMN de mama con evidencia
de masa tumoral.

LA GALACTOGRAFIA

O DUCTOGRAFIA es una técnica que utiliza
una baja dosis de rayos X para examinar las
mamas, y un medio de contraste para
obtener imagenes o galactogramas del
interior de los conductos lacteos de las
mamas. Esta técnica esta indicada en los
casos que la mujer presenta un derrame
claro o con sangre del pezén de la mama
acompafiada de una mamografia normal.

FIG. 1.11 Imagen de galactografia normal.
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OTROS PROCEDIMIENTOS DE DIAGNOSTICO

SE SUELEN REALIZAR una vez se diagnostica
la presencia o sospecha de una masa
tumoral.

ANALISIS BIOQUIMICO DE SANGRE con
estudio de hemograma, funcidn hepatica y
renal, nivel de calcio, glucemia para
comprobar el correcto funcionamiento de
otros drganos, asi como marcadores
tumorales CEA, CA

RADIOGRAFIA DE TORAX, para comprobar
si existe diseminacién del tumor por la
mama o hacia los pulmones.

GAMMAGRAFIA OSEA para investigar la
+diseminacion del tumor hacia los huesos.

1.1.4. CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA

EL CANCER es un conjunto de
enfermedades que se caracteriza por una
proliferacién anormal de células con
capacidad para diseminarse e invadir
diversos érganos y tejidos, siendo el cancer
de mama aquél que se desarrolla en el
tejido mamario.

DESDE EL TUMOR PRIMARIO las células
cancerigenas se pueden desprender y
diseminar a través de los tejidos, sistema
linfatico o la sangre, originando un tumor de
mama metastasico.
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TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA O TAC
cuando existe sintomatologia respiratoria y
en los estadios mas avanzados, con el fin de
detectar si existe diseminacién del tumor
hacia otros 6rganos como pulmaén, higado,
huesos, ganglios linfaticos, etc.

ECOGRAFIA HEPATICA O TAC ABDOMINAL
cuando existe alteracion de la funcién
hepatica, sintomatologia abdominal y en los
casos mas avanzados.

LA TOMOGRAFIA POR EMISION DE
POSITRONES O PET/TAC no es una técnica
indicada para el diagndstico del cancer de
mama aunque puede utilizarse para
comprobar si el tumor se ha diseminado
hacia otros érganos.

LA MAYORIA DE LOS CANCERES DE MAMA
son carcinomas de las células epiteliales
procedentes de los ductos mamarios y de
los lobulillos, siendo menos frecuentes los
carcinomas procedentes del estroma que
rodea a las glandulas mamarias, como el
Tumor Filodes Benigno, el Cistosarcoma
Filodes y los Angiosarcomas.
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CLASIFICACION DE LOS TUMORES MAMARIOS SEGUN LA AFECTACION HISTOPATOLOGICA

1. CARCINOMA DUCTAL IN
SITU

2. CARCINOMA LOBULILLAR
IN SITU

3. CARCINOMA DUCTAL
INFILTRANTE

4. CARCINOMA LOBULILLAR
INFILTRANTE

5. CARCINOMA TUBULAR

6. CARNINOMA CRIBIFORME

7. CARCINOMA MEDULAR

8. CARCINOMA MUCINOSO

9. CARCINOMA METAPLASICO

10. CARCINOMA PAPILAR

11. CARCINOMA ADENOIDE
QuisTICO

12. CARCINOMA
INFLAMATORIO

13. ENFERMEDAD DE PAGET

OMS
Se trata de un tumor no invasivo que comienza en el
revestimiento de los conductos lactiferos. En este caso, las células
malignas quedan confinadas en la membrana basal del ducto sin
atravesarla. En la mayoria de los casos, estas lesiones no se
convertiran en cancer invasivo.
En este tipo de tumor, las células acinares, que son las que se
encuentran en la unidad terminal lobulillar, presentan una
proliferacion homogénea, caracterizada por un nucleo
redondeado y citoplasma escaso con membrana basal integra.
Suele presentarse con mayor frecuencia en mujeres de entre 40y
50 afios y suele ser bilateral.
Se trata del tumor invasivo mas frecuente, suponiendo entre el
70-80% de los casos. La masa tumoral presenta un patron de
crecimiento no especifico, con células malignas que infiltran el
estroma en forma de cordones celulares. Hasta en un 80% de los
casos, puede encontrarse un componente de carcinoma in situ,
habitualmente de alto grado.
Representa entre el 5-15% de los carcinomas invasivos,
caracterizandose por un crecimiento circunferencial que suele ser
multicéntrico y bilateral. Entre sus variantes, se incluyen los de
tipo alveolar y tipo sélido, asi como los de rasgo pleomorfico.
Dentro de los subgrupos mixtos, el mdas importante es el
carcinoma tubulo-lobulillar.

Los cribados mamogréficos han permitido un aumento de su
diagndstico de un 20% frente a un 2%. Este tumor se caracteriza
por presentar un patron de crecimiento en estructuras tubulares
bien diferenciadas, soliendo asociarse a un buen prondstico.

Su incidencia es baja, en torno al 0,8-3,5%. Se caracteriza porque
aunque su grado de diferenciacidn histoldgica es bajo, en todos
los casos se expresan receptores hormonales.

Representa entre el 1-10% de los tumores invasivos. Se considera
como de buen pronéstico, a pesar de ser un tumor de alto grado
de diferenciacion histoldgica.

El carcinoma mucinoso o coloide supone el 1-2% de los casos y se
suele dar en mujeres de mayor edad.

Suele ser un tumor agresivo, con alto indice de recaida y
mortalidad, que se suele asociar con carcinomas ductales.

Suponen un 1% de los casos, y suponen un elevado riesgo de
afectacion linfatica y axilar.

Es un tumor idéntico al que se desarrolla en las glandulas salivares
asociado a un buen prondstico.

Es un subtipo especial de tumor dentro de los tumores invasivos,
pero con un comportamiento clinico diferente, mas agresivo y
caracterizado por una frecuente afectacién precoz de los ganglios
linfaticos, edema, eritema dérmico y piel de naranja.

Son cambios en el pezén en forma de lesion eccematosa
persistente. Suele asociarse a un carcinoma introductor difuso
debajo de la areola y un posible componente invasivo.
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1.1.5. ESTADIFICACION DEL CANCER DE MAMA SEGUN EL INSTITUTO NACIONAL DE CANCER NCI

ESTADIO TIPO

CARACTERISTICAS Fuente: Instituto Nacional Cancer NCI

ESTADIOO  ESTADIO

Células tumorales localizadas y no invasivas:
Carcinoma ductal in situ (CDIS).

Carcinoma lobulillar in situ (CLIS).
Enfermedad de Paget del Pezdn.

ESTADIOI  ESTADIO IA

ESTADIO 1B

Tumor de menos de 2cm, que no se ha diseminado fuera P —— A —
en estadio IA ‘en estadio 1B

de la mama.

Aparecen pequefios racimos de células de céncer de ;- .ﬁ

mama, con un tamafio comprendido entre 0,2 y 2mm, / “’“0

en los ganglios linfaticos. En este caso, no se detecta un
tumor en la mama o éste mide menos de 2cm.

ESTADIO Il  ESTADIO lIA

ESTADIO IIB:

Se produce cuando no se encuentra el tumor en la Gancer ds sena (mama)
mama o cuando éste mide menos de 2cm. Ademas, el y o °
cancer, que mide mas de 2mm, se detectaenla3 ..
ganglios linfaticos axilares o en los ganglios linfaticos
cerca del esterndn. Este estadio también se corresponde
cuando el tumor mide entre 2y 5cm y no se ha

diseminado a los ganglios linfaticos. oAty

Se corresponde cuando el tumor mide entre 2 y 5cm y ancer d s (mam)
se detectan pequefios racimos de células de cancer de

mama en los ganglios linfaticos con un tamafio entre 0,2
y 2mm. Este estadio también se corresponde cuando el
tumor mide entre 2 y 5cm y ademds se ha dispersado a
entre 1 y 3 ganglios linfaticos axilares o a los ganglios

‘Eumores mayor ez em Ertumer os mayer g0 5 am
P na mayee e scm |

linfaticos cerca del esterndén. El estadio 1IB también se

diagnostica cuando el tumor mide mds de 5cm pero no se =) P ‘ ‘”Q

ha dispersado a los ganglios. — EEmmee
ESTADIO Il ESTADIO IlIIJA  Se diagnostica cuando el tumor no se encuentra en la Sliet e i o)

mama y se detecta en entre 4 a 9 ganglios linfaticos o en oy i "

los ganglios linfaticos cerca del esternén. También e =

ESTADIO 111B

ESTADIO llIC

Grupan dncien
ey i on
e inhn

cuando el tumor mide mas de 5cm y se ha dispersado
formando pequefios racimos de entre 0,2 y 2mm en los
ganglios linfaticos. Este estadio también se corresponde
cuando el tumor mide mas de 5cm y se ha diseminado a
entre 1 y 3 ganglios linfaticos auxiliares o a los ganglios
linfaticos cerca del esternén.

El tumor puede tener cualquier tamafio y se ha Gtncgr g0 s (nama)
diseminado a la pared torécica o a la piel de la mama,
produciendo inflamacién o una Ulcera. Este estadio
también se corresponde cuando las células tumorales se
han diseminado a un maximo de 9 ganglios linfaticos
auxiliares o a los ganglios cercanos al esternon.

En este estadio el tumor, que puede detectarse en la Cincar d soo (mam)
mama o no, ha invadido la piel de la mama, causando su
inflamacidn o ulceracion. También es posible que invada
la caja tordcica, a un minimo de 10 ganglios linfaticos, a
los ganglios linfaticos por encima o debajo de la clavicula
o a los ganglios linfaticos auxiliares y cercanos al -
esternoén. i il

Cisviuls Clnveua Ganglos
iy T ot

ESTADIO IV ESTADIO IV

En el estadio IV, el cancer se ha diseminado a otros
organos del cuerpo (principalmente huesos, pulmones,
higado y cerebro).
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1.1.6.

LA CLASIFICACION TNM es la més utilizada
en la actualidad y auna la estadificacion de
la Unién Internacional Contra el Cancer
(UICC) y la del Comité Americano del Cancer
(AJCC). Se espera que la edicion nidmero 9

1. INTRODUCCION

ESTADIFICACION DEL CANCER DE MAMA SEGUN EL SISTEMA TNM

EL SISTEMA TNM estd basado en la
extension del tumor (T), el grado de
diseminacion a los ganglios linfaticos (N) y la
presencia de metastasis (M) a partir de los
datos clinicos (cTNM) y patoldgicos (pTNM).

de éste sistema vea la luz en 2016. [31]

TUMOR PRIMARIO (T)

X El Tumor Primario no se puede evaluar

TO No evidencia de Tumor Primario

Tis Carcinoma in situ

Tis (DCIS) Carcinoma ductal in situ

Tis (LCIS) Carcinoma lobulillar in situ

Tis (Paget) Enfermedad de Paget del pezdn sin tumor

LA ENFERMEDAD DE PAGET ASOCIADA A TUMOR SE CLASIFICA DE ACUERDO CON EL

TAMANO DEL TUMOR

T1

Tumor <2cm en su mayor dimension

T1lmic

Micro invasién <0,1cm en su mayor dimensién

Tla

Tumor >0,1cm pero no >0,5cm en su mayor dimension

T1ib

Tumor > 0.5 cm. pero no > 1 cm. en su mayor dimension

Tlc

Tumor > 1 cm. pero no > 2 cm. en su mayor dimensidn

T2

Tumor >2 cm. pero no > 5 cm. en su mayor dimensién

T3

Tumor >5 cm. en su mayor dimension

T4*

Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared torécica y/o piel

T4a

Extensidn a pared toracica sin incluir el masculo pectoral mayor

Tab

Edema (incluyendo piel de naranja) o ulceracion de la piel de la mama, o nddulos
cutdneos satélites confinados a la misma mama

Tac

Ambos T4a y T4b

Tad

Carcinoma inflamatorio**

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)***

NX

Cuando no se pueden evaluar (p.e. Cirugia previa)

NO

No metastasis en los Ganglios Linfaticos Regionales

N1

Metastasis en Ganglios homolaterales méviles

N2

Metastasis en ganglios axilares homolaterales fijos o agrupados, o en ganglios de
la cadena mamaria interna clinicamente aparentes* en ausencia de afectacion
clinica axilar

N2a

Metastasis en ganglios axilares homolaterales fijos entre si 0 a otras estructuras

N2b

Metastasis sdlo en ganglios homolaterales de la cadena mamaria interna
clinicamente aparentes* y en ausencia de afectacion clinica evidente axilar

N3

Metastasis en ganglios infra claviculares homolaterales, o en cadena mamaria
interna homolateral clinicamente aparentes en presencia de afectacion axilar
clinicamente evidente; o metdstasis en ganglios supraclaviculares homolaterales
con o sin afectacion axilar o de la mamaria interna

N3a

Metastasis en ganglios infra claviculares y axilares homolaterales

N3b

Metastasis en cadena mamaria interna y axilar homolateral

N3c

Metastasis en ganglios supraclaviculares homolaterales
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GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (pN)****

Pnx Cuando no son evaluables (no extirpados o por cirugia previa)
pNO No afectacién histoldgica, sin estudios adicionales para células tumorales
aisladas**
pNO(i-) | No afectacién ganglionar histolégica, H&E y IHC negativas
pNO(i+) | Presencia de células tumorales aisladas por H&E o IHC , ninguna agrupacién > 0.2
mm
pNO(mol-) | No afectacién ganglionar histoldgica, estudio molecular negativo (RT-PCR)
pNO(mol+) | No afectacidén ganglionar histoldgica, estudio molecular positivo(RT-PCR)
pN1mi Micro metastasis (> 0.2 mm, ninguna > 2.0 mm)
pN1 | Metéstasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos y/o en la mamaria interna con
afectacion microscépica detectada por biopsia de ganglio centinela pero no
clinicamente aparente.
pN1la | Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos.
pN1b | Metastasis en la mamaria interna con afectacion microscépica detectada por
biopsia de ganglio centinela pero no clinicamente aparente
pN1lc | Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos y en la mamaria interna con
afectacidn microscépica detectada por biopsia de ganglio centinela pero no
clinicamente aparente.
pN2 Metastasis en 4 a 9 ganglios axilares linfaticos, o afectacidn clinicamente aparente
de la mamaria interna en ausencia de afectacién axilar.
pN2a | Metastasis en 4 a 9 ganglios axilares linfaticos (al menos un depdsito tumoral > 2.0
mm)
pN2b | Metastasis clinicamente aparente en ganglios de la mamaria interna en ausencia
de afectacion axilar.
pN3 Metastasis en > 10 ganglios axilares, o en ganglios infra claviculares, o en ganglios
de la mamaria interna ipsilaterales clinicamente aparentes en presencia de 1 o mas
ganglios axilares positivos; o en mdas de 3 ganglios axilares con metastasis
microscopicas clinicamente negativas de la mamaria interna; o en ganglios
supraclaviculares ipsitaleterales
pN3a | Metastasis en > 10 ganglios axilares (al menos un depésito tumoral > 2,0 mm), o
metastasis en ganglios linfaticos infra claviculares
pN3b | Metastasis en ganglios de la mamaria interna ipsilaterales clinicamente aparentes
en presencia de 1 o mas ganglios axilares positivos; o en mas de 3 ganglios axilares
con metdstasis microscopicas de la mamaria interna detectadas por biopsia de
ganglio centinela pero no clinicamente aparentes.
pN3c | Metdstasis en ganglios supraclaviculares ipsitaleterales

ypN
postratamiento

La ypN postratamiento debe ser evaluada como para el N clinico (pretratamiento).
El sufijo SN se ha de usar solo si se realiza la técnica de ganglio centinela
postratamiento, si no le asume que es por linfadenectomia axilar. Si no se hace
estudio del ganglio centinela post se debe poner Nx. Las categorias post son iguales
que en el caso sin terapia neoadyuvante

METASTASIS A DISTANCIA (M)

MX | No se pueden evaluar
MO | No metdastasis a distancia
cMO(l+) | No evidencia clinica ni radiolégica de metdstasis pero presencia de depdsitos de
células tumorales detectadas en sangre circulante, médula dsea u otro tejido
ganglionar no regional que es < 0,2mm en un paciente sin signos ni sintomas de
metastasis.
M1 | Metdstasis a distancia presentes
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* La invasion de la dermis sélo no clasifica al tumor como T4.

** La definicidon de Carcinoma Inflamatorio es fundamentalmente clinica. Implica la presencia de eritema y edema
(piel de naranja) difuso de la mama asociado o no a una masa palpable subyacente. Estos cambios deben afectar a la
mayor parte de la piel de la mama (la presencia de estos cambios asociados de forma limitada a un tumor localmente
avanzado no implica el diagnéstico de carcinoma inflamatorio). La presencia de linfaticos dérmicos infiltrados sin los
cambios clinicos descritos no implica por si solo el diagndstico de carcinoma inflamatorio.

*** Detectado clinicamente se define como detectado por estudios de imagen (excluyendo la linfogammagrafia) o
por exploracion fisica con caracteristicas de alta sospecha o posible macro metdstasis basado en PAAF. La
confirmacién de una metastasis clinica por PAAF sin biopsia escisién se designa con el sufijo “f” (p.e. cN3a(f)). La
biopsia escisién de un ganglio linfatico en ausencia de pT se clasifica como N clinic. pN se usa solo para la
escision/biopsia de un ganglio centinela solo en conjuncién con una valoracion patoldgica de la T.

**%* | a clasificacion pN estd basada en la diseccidn axilar con o sin estudio del ganglio centinela. Cuando esta basada
en el Ganglio centinela solo se debe poner en el estadiaje (sn).

1.1.7. FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DEL CANCER DE MAMA

LOS FACTORES PREDICTIVOS son las
medidas que predicen la respuesta a un

EL CANCER DE MAMA SE TRATA, por lo
general, con la combinacién de cirugia,

radioterapia,
hormonoterapia.

quimioterapia y

LOS FACTORES PRONOSTICOS son aquéllas
medidas disponibles en el momento de la
cirugia o del diagnéstico que se correlaciona
con la evolucién de la enfermedad en
ausencia de tratamiento adyuvante
sistémico, por lo que son una herramienta
basica para seleccionar el tratamiento mas
adecuado a cada paciente, en funcién de
diversos factores.

tratamiento especifico, por lo que permiten
identificar mejor el tratamiento para una
paciente concreta. Existen factores que
pueden ser al mismo tiempo factores
prondstico y predictivos. [35]

LOS PRINCIPALES FACTORES PRONOSTICO
en el cancer de mama se obtienen a partir
de las biopsias, aunque algunos también
dependen de factores propios de la
paciente, como pueden ser la edad y el
estado hormonal. [32][33][34]

PRINCIPALES FACTORES PRONOSTICO

TAMANO TUMORAL El riesgo de recaida es mas alto cuanto mas grande es el tumor.

AFECTACION DE  El nimero de ganglios afectados es el factor prondstico mas
GANGLIOS AXILARES importante de forma que cuanto mayor es el nimero de ganglios
afectados, mayor es el riesgo de padecer una recaida.

GRADO DE Cuanto menos diferenciado es el tumor, peor es el prondstico,
DIFERENCICION siendo el de grado 3 el que peor prondstico tiene.

CELULAR

EXPRESION DE  La expresion de receptores hormonales, Receptor de Estrégeno (RE)

RECEPTORES vy Receptor de Progesterona (RP) fundamentalmente, son un factor

HORMONALES de buen prondstico y a la vez, son un factor que predice la respuesta
al tratamiento hormonal.
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EXPRESION O
AMPLIFICACION DE
ONCOGENES

Entre un 15-30% de los casos presenta una expresién amplificada
del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2/neu),
responsable de la codificacidn de un receptor transmembrana con
actividad tirosina-quinasa y que estimula la proliferacién celular.
Este factor se asocia con una peor supervivencia libre de la
enfermedad y una peor supervivencia especifica a los 10 afios.

La expresion amplificada del gen HER2+ es un factor de mal
prondstico, pero predice la respuesta a tratamientos dirigidos
contra HER2 como Trastuzumab, ya que la respuesta de las
pacientes HER2- tratadas con éste quimioterapico es peor. La
utilizacion de tratamiento anti-HER2 ha revertido el mal prondstico
de éstos tumores.

FRACCION DE
PROLIFERACION ALTA
Ki67

Ki67 es una proteina codificada por el gen KI67 que se asocia con la
regulacién del ciclo celular y que muestra buena correlacién con la
tasa de crecimiento, asi cuanto mayor es el indice Ki67, mayor es la
velocidad de division de las células tumorales y mayor es el riesgo
de metdstasis.

La determinacién de éste indice se corresponde con el porcentaje
de células que estan activas en el ciclo de una divisién celular a la
siguiente y se suele determinar mediante técnicas de
inmunohistoquimica. La determinacion del indice de proliferacion
celular Ki67, usando el anticuerpo monoclonal MIB-1 es para
algunos autores mas segura que el contaje del nUmero de mitosis
por campo.

Ki67220 se asocia a un mal prondstico.

TIPO HISTOLOGICO

Algunos tipos histoldgicos del cancer de mama tienen importancia
prondstica. El carcinoma ductal in situ tiene peor prondstico que el
lobulillar in situ. Los tipos mucinosos, cribiformes y lubulares tienen
mejor prondstico que los ductales. Los tumores medulares, a pesar
de rasgos patoldgicos desfavorables, son atribuibles a segundos
tumores de peor prondstico.

SUBTIPO DE CANCER
DE MAMA

El subtipo luminal A es el de mejor prondstico y el triple negativo, el
de peor prondstico.

MULTICENTRICIDAD

El prondstico viene determinado por el didametro del conjunto de los
nodulos y no por el del nédulo de mayor tamaiio.

EDAD

La presentacion antes de los 30 afios de edad es un factor de mal
pronéstico.
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1.1.8. FACTORES PREDICTIVOS DEL CANCER DE MAMA

PRUEBA DEL ESTADO DE RECEPTORES HORMONALES (ESTROGENOS Y PROGESTERONA

RECEPTORES DE ESTROGENOS (RE)

LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS (RE)
receptores pertenecen a la super-familia de
los receptores nucleares, ya que actlany se
encuentran preferentemente en el nucleo
celular. Se han descrito tres tipos de RE: RE-
a, RE-B y RE-m (membrana).

RE-a y RE-B, tras su activacién, mediada por
la unién a la hormona 17 p-estradiol,
forman un dimero en el nicleo y activan de
forma directa o indirecta la transcripcién de
genes diversos genes fuertemente
relacionados con la carcinogénesis.

ER-m no actla directamente sobre el ADN,
sino que se activa como una respuesta
rapida de la célula al estradiol activando a
su vez diversas vias de sefializacién como las
mediadas por las proteinas quinasas A
(PKA), que tienen un papel importante en la
regulacién del ciclo celular.

LA DETERMINACION DE LOS RE tiene gran
utilidad como marcador tumoral ya que,
ademds de estar presentes en
aproximadamente 70-80% de los canceres
de mama, se ha descrito que los tumores
mamarios positivos al RE (RE+), se
caracterizan por ser bien diferenciados, por
tener baja proliferacidn, tiempo prolongado
de supervivencia libre de enfermedad y una
buena respuesta a terapia dirigida a RE. Por
otro lado, los tumores negativos al RE (RE-)
son poco diferenciados, aneuploides,
altamente proliferativos y presentan una

baja respuesta a los tratamientos anti-RE.

LOS RECEPTORES RE-a y RE-B son los mas
estudiados en cancer de mama ya que
activan al ER-m y ademas, a través de ellos,
el estrégeno de las mujeres puede
promover el desarrollo de un fenotipo

maligno en las células, originando un
descontrol del ciclo celular y apoptosis.

DEBIDO A LA IMPORTANCIA de los
estrégenos y sus receptores en la
carcinogénesis mamaria, el desarrollo de
una terapia dirigida contra los RE ha
permitido ofrecer un mejor prondstico a los
pacientes con cancer de mama RE+
revelado por inmunohistoquimica.

EL TRATAMIENTO MAS COMUN en éstos
pacientes es el uso de tamoxifeno, un
inhibidor altamente selectivo de los
receptores de estréogenos que permite
bloquear el efecto de los estrégenos en las
células neopldsicas de mama, sin alterar los
efectos beneficiosos que tiene sobre el
hueso, sistema cardiovascular y nervioso.

LAS ESTADISTICAS MUESTRAN que el 70%
de las pacientes RE+ responde de forma
satisfactoria al tratamiento con tamoxifeno,
dando como resultado una mejoria del
paciente, una disminucién del 50% en la
recidiva y de un 28% en la mortalidad.

UN GRAN PROBLEMA es que también se ha
observado el desarrollo de resistencia a
tamoxifeno por parte de las células
neoplasicas de mama, mediada, al parecer,
por coactivadores de RE asi como por la
accidn intracelular de otras hormonas como
la leptina. Ademas, el tamoxifeno eleva los
niveles de leptina en mujeres
posmenopausicas.

RECEPTORES DE PROGESTERONA (RP)

LOS RECEPTORES DE PROGESTERONA (RP)
son sintetizados en mayor cantidad en los
tejidos sensibles a estréogenos, como es el
caso del tejido mamario, y su expresién se
asocia a la accién biolégica de los
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estrogenos, lo que explica una mayor
*expresion del RP en mujeres pre
menopausicas.

LA EXPRESION DE LOS RP esta regulada por
los RE y se expresa en la gran mayoria de los
carcinomas RE+. En funcién de la relacion
del estado de estos dos receptores
hormonales, los factores predictivos son los
siguientes:

e RE+/RP+: Este perfil se da en el 65%
de los casos y normalmente se
corresponde con carcinomas bien o
moderadamente diferenciados.

PRUEBA DEL ESTADO DEL RECEPTOR HERZ/neu

e RE+/RP-: Se presenta en el 15% de
los casos, y se corresponde con
carcinomas moderados o
pobremente diferenciados.

e RE-/RP+: Se presenta el 5% de los
casos, sobre todo en mujeres
jovenes en estadios avanzados. Su
base biolégica no estd bien
explicada.

e RE-/RP-: Afecta al 15% de los casos,
correspondiéndose con carcinomas
pobremente diferenciados. Es mas
frecuente en mujeres jovenes,
afroamericanas y latinas.

EXISTEN 4 MIEMBROS DE RECEPTORES del
factor de crecimiento epidérmico: EGFR-
HER1, HER2, HER3 y HER4, que participan en
los procesos de la célula que regulan la
diferenciacion, proliferacién y

supervivencia de la célula.

HER2 ES LA QUE MAYOR IMPORTANCIA
TIENE en cancer de mama, codificada por el
gen HER2/neu ya que se ha visto que se
sobreexpresa en aproximadamente el 25%
de las pacientes con éste tipo de cancer,
facilitando la tumorogénesis y metastasis
mediante la activacion de diversas vias de
sefializacion intracelular.

ACTUALMENTE EXISTE UNA TERAPIA
especifica para las pacientes con cancer de
mama HER2 positivo (HER2+): El

24

Trastuzumab (Herceptin), que inhibe la
formacién de la forma activada de HER2 en
la membrana celular, y el Lapatinib (Tyker),
gue actia a nivel del dominio tirosina
quinasa del receptor HER2. Ambos
tratamientos han venido a mejorar el
prondstico y la recuperacion de las
pacientes con cancer de mama HER+.

LOS RP SE INHIBEN POR HER2. De hecho,
aproximadamente el 25% de los tumores
RP- muestran una expresién amplificada de
HER2.

EN BASE A LOS RESULTADOS de las pruebas
del estado de los receptores hormonales
(RE y RP) y del receptor HER2/neu, los
tumores mamarios se clasifican en tres
grupos: RE/RP+, HER+ y TRIPLE NEGATIVO.
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CLASIFICACION TUMORAL EN FUNCION DEL ESTADO DE LOS RECEPTORES

RECEPTOR HORMONAL
POSITIVO: RE+/RP+:

HER2 POSITIVO:

TRIPLE NEGATIVO (RE, RP
y HER2/neu
NEGATIVOS):

Responden bien a la hormonoterapia o a los tratamientos anti-
estrégenos, que reducen la concentracién de estrégeno en el
cuerpo o impiden que el estrégeno se una a las células del cancer
de mama.

Responden bien a las terapias dirigidas al HER2, basadas en el
uso de medicamentos que se unen a los receptores HER2 de las
células tumorales, impidiendo que reciban las sefiales de
crecimiento y, por tanto, desacelerando o interrumpiendo el
crecimiento de las células. Asi mismo, estos medicamentos
pueden contribuir a la destruccidon de las células tumorales
marcadas por parte del sistema inmunitario. Hay que tener en
cuenta que, con el tiempo, un tumor HER2+ puede volverse
HER2-.

Alrededor del 10-20% de los casos de cadncer de mama arrojan
resultados negativos para ambos receptores de hormonas vy
HER2 en el laboratorio. Este tipo de tumor es poco probable que
responda a las hormonoterapias ni a los medicamentos que
atacan a HER2. Este tipo de tumor debe tratarse con
quimioterapia, radioterapia asi como con otros nuevos
tratamientos como los inhibidores de proteinas quinasas. En la
actualidad, las investigaciones se estan centrando en los tumores
triple negativo con el fin de descubrir nuevas y mejores formas
de tratamiento.

Ademds, los tumores triple negativos suelen ser mas agresivos
gue otros tipos de cancer de mama y tienen mayor probabilidad
de recurrencia y propagacion fuera de la mama.
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EN LAS CELULAS NORMALES, determinadas
sefales externas pueden ser transmitidas y
amplificadas a través del citoplasma hacia el
nucleo de la célula, donde se regulan
procesos vitales tales como el crecimiento
celular, la diferenciacién, supervivencia y la
muerte programada o apoptosis.

EN LAS CELULAS TUMORALES, muchos de
los componentes de las vias de transduccion
de las senales se encuentran desregulados,
lo que descontrola el crecimiento celular y
contribuye a la aparicidon de una neoplasia.

DISTINTOS TIPOS DE NEOPLASIA presentan
alteraciones similares en estas vias de
transduccion de la sefial, lo que convierte su
estudio en un blanco muy prometedor para
la intervencidn terapéutica.

ENTRE LOS TRANSDUCTORES DE SENAL
CONOCIDOS, el grupo de las proteinas
quinasas (PK’s) es de los mas estudiados y
para el que durante los ultimos afios se han
desarrollado una gran cantidad de farmacos
especificos.

ESTAS ENZIMAS, a partir de una molécula
de ATP fosforilan de forma reversible a
otras proteinas, llamadas diana en residuos
de serina, treonina y/o tirosina, para lo cual,
disponen en su estructura de tres sitios
especificos; un sitio de unién al ATP, otro de
catalisis de la unién del grupo fosfato y un
sitio de unién del sustrato.
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ESTA FOSFORILACION, reversible por
accion de las proteinas fosfatasas, conlleva
la adquisicion de dos nuevas cargas
negativas que alteran la conformacion
espacial de la proteina diana, lo que implica
un cambio en su actividad (generalmente,
una activacion-desactivacion).

ADP

serine,
threonine

—
or tyrosine r'—PROTEIN KINASE—N o-

side chain

G Oofo
0

Phosphorylated
Protein

Protein L
PROTEIN PHOSPHATASE

Pi

FIG. 1.12 Proceso de fosforilacion. The Science Creative
Quaterly. 2003

LA IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS
QUINASAS a nivel metabdlico se pone en
evidencia si tenemos en cuenta que se
estima que hasta el 30% del proteoma
celular es susceptible de variar su actividad
por accién de una proteina quinasa y que
aproximadamente el 2% del genoma
humano codifica proteinas quinasas.

HASTA EL MOMENTO, y gracias al proyecto
genoma humano, se han identificado al
menos 520 proteina quinasas, en cuyo
conjunto constituyen el denominado

kinoma humano.
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FIG. 1.13 El kinoma humano. Science 298:1912.
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1.2.1. CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS QUINASAS

CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS QUINASAS

SEGUN SU LOCALIZACION EN LA
CELULA

PKs CITOPLASMATICAS
PKs NUCLEARES
PKs DE MEMBRANA

LAS TIROSINAS-QUINASAS Constituyen el
grupo mas numeroso de la familia de las
proteinas quinasas y se suelen clasificar a
su vez en dos grupos:
TIROSINAS-QUINASAS QUE FUNCIONAN
COMO RECEPTORES (RTKs): Son proteinas
transmembrana con un dominio
extracelular que puede interactuar con
diferentes ligandos o sefales, y un dominio
intracelular con actividad tirosina quinasa.
Tras la unién con el ligando, el dominio
intracelular se autofosforila en residuos de
tirosina, formando sitios de unién para
proteinas con dominio SH2.

TIROSINAS-QUINASAS NO-RECEPTORES
(no-RTKs): Son proteinas intracelulares que
funcionan por debajo de las RTK y forman
parte activa de las rutas de transduccién de
la sefial, resultando ésta en la amplificacion
y transmisidn de la sefial en el interior de la
célula.PRINCIPALES PROTEINAS QUINASAS
LA PROTEINA QUINASA A (PKA, del inglés
proteina kinase A) es el miembro de la
superfamilia de las serin-treonina-quinasas
que mejor se conoce. Su actividad,
dependiente del cAMP, se basa en la
transferencia del fosfato terminal del ATP a
residuos de serina o treonina de
determinadas proteinas diana. La PKA
interviene en diversas funciones celulares,
entre las que se encuentran la regulacion
del metabolismo del glucégeno, glucosa y

SEGUN EL AMINOACIDO QUE FOSFORILAN

EN LA PROTEINA DIANA

TIROSINAS-QUINASAS (TKs)
SERINA/TREONINA-QUINASAS (TKs)

lipidos asi como en la regulacion del ciclo
celular. Tras su activacion, la PKA puede
viajar al ndcleo y fosforilar al CREB (del
inglés cAMP Response Element-Binding). El
CREB es un factor de transcripcion que, tras
unirse al CRE (cAMP Response Element)
regula la  transcripcion de  genes
relacionados con el metabolismo y ciclo
celular. Desde que se la relacioné con el
inicio y progresién de muchos tumores, son
consideradas como un buen objetivo
molecular en la terapia contra el cancer.

LAS PROTEINA QUINASAS B (PKB)
constituyen una familia de serina/treonina
guinasas que en humanos estan codificadas
por los genes AKT1, AKT2 y AKT3. Estas
proteinas juegan un importante papel en la
induccion de la ruta de sintesis de proteinas,
supervivencia celular e inhibicidn de
procesos apoptéticos (AKT1) asi como en la
sefializacion celular de insulina y transporte
de glucosa en mamiferos (AKT2).

LA PROTEINA QUINASA C (PKC) son un
grupo de proteinas que generalmente se
activan a través de la ruta de transcripcién
de la fosfolipasa C, a partir del diacilglicerol
(DAG) y/o Ca*2. Este grupo de proteinas,
ademas de controlar diversas proteinas
diana que regulan el crecimiento y la
diferenciacidn celular, son las responsables
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de transmitir las sefiales celulares que

promueven la lipolisis.

® Actin
:x @ reorganization
) [Gene expression
Cell survival = Cell and cell Vascular cell
and apoptosis | | Vasodilation migration proliferation permeability

FIG. 1.14 Cascadas de proteinas quinasas. Nature Publishing
Group — Nature Reviews

1.2.2. LAS MAPK

LAS MAPK (del inglés Mitogen-Activated
Protein Kinases o Proteinas quinasas
Activadas por Mitégenos) constituyen una
familia de serina/treonina quinasas que
pueden
crecimiento y estrés y controlan procesos

activarse  por factores de

implicados en el correcto desarrollo del
organismo y su homeostasis, lo que las
relaciona directamente con el cancer y su
terapia.

LAS MAPK regulan procesos como la
mitosis, cambios en los patrones de
expresion génica, movimiento,
metabolismo o muerte celular programada,
permitiéndole a las células sobrevivir,

proliferar, inducir apoptosis, etc. [51]
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LA PROTEINA QUINASA M (PKM) cataliza la
transferencia de un grupo fosforilo desde el
fosfoenol-piruvato (PEP) al ADP, generando
ATP. Esta proteina también estimula la
activacidon transcripcional mediada por
POUS5F-1y el control de la glicolisis, jugando
un papel de gran importancia en |la
proliferacidn y supervivencia de las células
tumorales.

LA PROTEINA QUINASA R (PKR) estd
codificada en humanos por el gen EIF2AK2 y
estd relacionada con la proteccion de la
célula frente a infecciones virales. La unidn
con moléculas dsRNA (double-stranded
RNA) con origen viral inducen su activacion
mediante autofosforilacion. Una vez activa,
fosforila al factor de iniciacion de Ia
traslacidon eucaridtica, lo que conlleva la
inhibicidn de los procesos de traduccion del
PLK-Lsis de proteinas virales. Mediante
otros complejos mecanismos celulares, la
PKR activa también es capaz de inducir la
apoptosis celular y, por tanto, prevenir la
dispersion viral.

LA FIDELIDAD de la transmisién de la seiial
viene determinada por la activacién
secuencial de distintas proteinas MAPK que,
junto con la participacidn de proteinas
adaptadoras especificas, organizan a las
proteinas de la ruta permitiendo una
activacién coordinada en forma de cascada.

LA DURACION y la intensidad con la que se
activa la ruta dependen de |Ia
compartimentalizacion subcelular de las
moléculas implicadas en la ruta asi como de
la activacion de fosfatasas que silencian la

ruta cuando es necesario.

LAS CASCADAS DE MAPK, que incluyen a
tres subfamilias de proteinas MAPK (ERK,



SAPK/JNK y P38 MAPK), son un componente
de gran importancia en la transduccién de
sefiales de células eucariotas, siendo
responsables de la dar respuesta a distintos
estimulos  extracelulares, desde los
receptores de membrana hacia un gran
numero de moléculas diana que, en relevo,
integran respuestas intracelulares
altamente especificas al estimulo inicial.

[51]

CADA SUB-FAMILIA DE MAPK esta
compuesta por un médulo de sefalizacion
de tres quinasas, evolutivamente muy
conservadas, que se activan por
fosforilaciéon de forma secuencial: La
MAPKKK (quinasa de la quinasa de la MAP
quinasa) activa a la MAPKK (quinasa de la
MAP quinasa), que a su vez activa a la MAPK
(MAP quinasa). [53]
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FIG. 1.15. Cascada MAPK. Proc. Natl. Acad. Sci., 93, 10078-
10083. 1996

LAS MAPKKK no estdan asociadas

directamente con el receptor de
membrana, y necesitan activarse por otros
elementos intermediarios que si lo estén.
Suelen activarse por fosforilacion directa
mediada por proteina quinasas C (PKC) o
por interaccion directa con proteinas de
uniéon a GTP (como la familia Ras/Rho) en
respuesta a estimulos extracelulares. Estos
intermediarios fosforilan residuos
localizados en los sitios cataliticos de la MAP

diana y que pueden corresponder a
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dominios homodlogos de pleckstrina
(secuencias con estructuras tipicas que
facilitan la interaccidn proteina-proteina o
proteina-lipido), secuencias ricas en prolina
relacionadas con la unidn a SH3, motivos de
dedos de Zinc, cierres de leucina, secuencias
de unién a proteinas G o los residuos de
fosforilacién Serina/Treonina. Una vez
activadas, las MAPKKK pueden fosforilar los
residuos cataliticos, también muy
conservados, de Serina/Treonina de las

MAPKK.

LAS MAPKK activan al ultimo miembro de la
cascada, mediante fosforilacion dual en
residuos de Tirosina y Treonina localizados
en la secuencia caracteristica TxR (donde x
representa cualquier residuo), localizados
en el loop de activacién del subdominio
guinasa VIII. [53]

LA MAPK, una vez activa puede fosforilar a
sus dianas directamente en el motivo fosfo-
receptor que contiene residuos de serina o
treonina adyacentes a prolina (Ser/Thr-Pro).
La fosforilacion del sustrato puede
efectuarse tanto en el citoplasma como en
el nucleo. [55]
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FIG. 1.16. Cascada MAPK. REB24(1):4-11, 2005.
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1.2.3. IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS QUINASAS EN EL DESARROLLO TUMORAL

LOS PROCESOS DE FOSFORILACION-
DEFOSFORILACION permiten el control
regulatorio de la actividad de las proteinas
mediante su “encendido” o “apagado” en
respuesta a sefiales extracelulares que
inducen procesos tales como el crecimiento
y la diferenciacién celular.

UNA VEZ INICIADA LA SENAL en Ia
membrana celular, las proteina-quinasas
citoplasmaticas conducen la sefal hasta el
nucleo, pudiendo modular la transcripcion
génicay la actividad de otras proteinas que,
como las ciclinas, controlan el ciclo celular.
Las ciclinas forman complejos con otras
proteinas quinasas dependientes de ciclinas
(Cdks), dando lugar a su activacion.

DENTRO DE LAS SENALES
EXTRACELULARES encontramos ejemplos
como el receptor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el receptor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
el receptor de crecimiento derivado de

Flasma membrane

plaguetas (PDGF), el
crecimiento de células epidérmicas (EGF) o

receptor de

el receptor de células madre (c-kit) entre
otros.

LOS RECEPTORES VEGF y PDGF (regulados
por las PK’s) al favorecer la angiogénesis,
son sumamente importantes durante el
desarrollo del cancer, ya que el aporte de
nutrientes a partir de estos nuevos vasos
sanguineos le permiten crecer mas allad de
los 2mm.

LAS PROTEINAS QUINASAS son reguladores
clave de todos los aspectos relacionados
con la aparicion y desarrollo de los tumores,
al controlar procesos tales como la
angiogénesis, migracion celular, apoptosis,
etc.

AL IGUAL QUE LAS MUTACIONES EN LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION, las
mutaciones en los genes que codifican a las
proteinas quinasas estan directamente
relacionadas con la oncogénesis.
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FIG. 1.17. Desregulacion del ciclo celular por el virus HPV. Nature Publishing Group — Nature Reviews



LA DISFUNCION DE LAS PROTEINAS
QUINASAS ha sido demostrada en diversos
tipos de cancer humanos [36-38] y pueden
tener distintas causas:

LAS REORDENACIONES GENETICAS suelen
originar una proteina hibrida donde, el
dominio catalitico de la proteina quinasa
estd unido a otra proteina, como es el caso
de la fusién de la tirosina quinasa c-Abl a la
region breakpoint cluster BCR en la
leucemia mieloide croénica. [39]

LAS MUTACIONES suelen tener como
resultado la autofibrilacion, es decir, en la
autoactivacién en ausencia de una seial
apropiada (factor de crecimiento) y por
tanto, un mayor riesgo de recurrencia y
metastasis, tal y como ocurre con el
oncogen c-Kit en tumores

gastrointestinales. [40-41]

OTRA ALTERACION que puede darse es la
expresidon aumentada de una proteina
quinasa o del ligando para la tirosina-
quinasa receptor (RTK), como es el caso de
la expresién aberrante HER2/ErbB2/EGFR2
en el cancer de mama.

1. INTRODUCCION

LAS ONCOPROTEINAS son factores de
transcripcién cuyo gen (oncogen) ha sufrido
una mutacion, de forma que permanecen
continuamente activos o se sobreexpresan
sin necesidad de sefales externas. De este
modo, al estimular sin control la sintesis de
las proteinas implicadas en la regulacidon del
ciclo celular, pueden inducir el crecimiento
incontrolado de las células y, por tanto, dar
lugar a un tumor.

LA DESREGULACION DE LAS PROTEINAS
QUINASAS debido a la activacion de
oncogenes o la pérdida de genes supresores
también se relaciona con la oncogénesis.
Este es el caso de la mutacidn de la GTPasa
Ras, que conlleva la desregulacion de Raf.
[42]

SON NUMEROSOS los factores de
transcripcién cuya importancia ha sido
demostrada en el cancer, sin embargo, son
pocos los oncogenes que se relacionan
directamente con el cancer de mama. Entre
éstos, cabe destacar el gen FAM83B [35], el
HER2/neu (Human Epidermal growth factor
receptor 2) [43-45], el HCCR-1 (Human
Cervical Cancer Receptor) [47-48] vy
Pokemon [49-50].
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LA PROTEINA CLUSTERINA (CLU) O
APOLIPOPROTEINA J es una glicoproteina
heterodimérica de 449 aminoacidos y 75-
80kDa unida por puente disulfuro cuya
parte glicosilada, procedente del reticulo
endoplasmatico, tiene cerca de un 30% de
residuos N-Linked ricos en acido sidlico.

SE TRATA DE UNA PROTEINA
MULTIFUNCIONAL, altamente conservada
en distintas especies, presentando
homologias de entre el 70 y el 80%,
especialmente en las secuencias CLE y AP1,
encargadas de la regulacion génica de su

expresion. [56]

CADA DIMERO de la proteina madura
procede de un polipéptido precursor comun

EL GEN CLU tiene diez exones en total y
puede ser transcrito en dos isoformas de
ARNm (NM-001831, 2859bp; y NM-
203339,2979bp) que resultan del uso
alternativo de los dos primeros exones, 1y
1’. Los otros exones, 2-9, estan compartidos
por ambas isoformas. Su expresién puede
ser constitutiva o inducible, en funcion del
tejido en el que se encuentre y de la funcién
que realice. [56]

A CLU gene
1a 1c ib 2 3 4 56 7 8
B CLU transcript

soom 1 [l A A A M A -
Isoform 2 l}\)\M
Isoform 11036 \A/'\M\/l\}‘-

de 60kDa que, tras perder por protedlisis un
péptido sefal de 22 aminodcidos entre los

residuos 227 y 228, genera las cadenas alfa
y beta. Ambas cadenas se ensamblan de
forma antiparalela para originar la molécula
heterodimérica unida por 5 puentes
disulfuro entre los centros ricos en cisteina.

EN HUMANOS la proteina clusterina esta
codificada por el gen CLU situado en el
cromosoma 8, brazo pl2 y p21 (8p21.3-
p12), en la banda negativa entre los pares
de bases 27510369 y 27528244. El gen CLU
estd ubicado en la hebra minus y se
transcribe en sentido reverso (desde el
centromero hasta el p-telémero).
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FIG. 1.18 Modelo de la molécula de clusterina. BioScientifica
Ltd. Copyright © 2010, Society for Endocrinology [63].
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FIG. 1.19 Estructura del gen de la clusterina y sus productos
de transcripcion. BioScientifica Ltd. Copyright © 2010,
Society for Endocrinology [57].

LA FIGURA MUESTRA la estructura del gen CLU
y sus productos de transcripcion:

(A) refleja el mapa del gen CLU en el cromosoma
8 y muestra la posicidn de los exones (bandas
negras) e intrones (bandas blancas).

(B) muestra la estructura de los exones de las
variantes del ARNm del gen CLU. Las bandas
oscuras representan los exones la de la
isoforma 1: las grises intermedias representan al
exon 1b de la isoforma 2 y las bandas gris claro
representan al exén 21c de la isoforma 1136.
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FIG. 1.20 Resultados de la transcripcion del gen de la clusterina. www.atlasgeneticsoncology.org

A PARTIR DEL GEN CLU pueden originarse
tres isoformas de la proteina clusterina con
diferentes localizaciones y funciones
celulares:

La ISOFORMA 1, clusterina nuclear o CLUn.
La ISOFORMA 2, clusterina secretora o

CLUs.

La ISOFORMA 11036 o clusterina
citoplasmatica.
La cadena del ARNm de la CLUn es

ligeramente mas larga y, mediante splice o
empalme alternativo, da lugar a las otras
dos isoformas. [58][64-65]

EL RESULTADO DE LA TRANSCRIPCION del
gen de la clusterina tiene 3 sitios de inicio de
la traduccidn (ATG) en banda. El proceso de
traduccién de la isoforma 1 adn se esta
estudiando, aunque parece que puede
originar a dos isoformas nucleares, una con
inicio de la traduccidén en la secuencia ATG
del exén 3 (417 aminoacidos) y otra,
comenzando en el sitio ATG del exén 1 (459
aminoacidos).

LA ISOFORMA 2, que resulta en una
proteina de 449 aminoacidos (NP-976084) y
cuya transcripcion comienza en el segundo

ATG del exén 2, justo antes de la sefial de
para el
endoplasmatico, es la que mejor se ha

localizacién reticulo

caracterizado.

LA CLUSTERINA SECRETORA se produce a
partir de la transcripcion de la isoforma 2,
originando una proteina precursora inicial
presecretora de unos 60kDa. Esta proteina
es fuertemente glicosilada y
posteriormente escindida en el reticulo
para dar lugar a las

cadenas a y B, que seran ensambladas

endoplasmatico,

mediante 5 puentes disulfuro en la proteina
madura final de 75-80kDa.

LA CLUSTERINA NUCLEAR también es
traducida en un primer momento en forma
de un precursor no glicosilado de unos
49kDa, antes de ser traslocada dentro del
nucleo. Alli, Pajak et al. en 2007 puso en
evidencia de la existencia de dos formas de
clusterina nuclear, una de 50kDa y otra de
60kDa,
transduccion desde el codon ATG presente

que podrian resultar de Ia

en el exébn 3 o en el exé6n 1,

respectivamente.
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LOS ESTUDIOS MUESTRAN que esta
proteina puede expresarse de forma
inducida, en respuesta a estimulos de
diversa indole como pueden ser una
infeccion por enterovirus 71 (EV71) u
agentes que inducen la apoptosis. [57,64-
68]

LA REPRESENTACION DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL de la clusterina se basa
en modelos computacionales ya que hasta
la fecha, no ha sido cristalizada.

1.3.1. FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA CLUSTERINA

TRAS SU PRIMER AISLAMIENTO en el afio
1983 por Fritz et al. en el liquido seminal de
carneros, han sido diversos los estudios que
han localizado a ésta proteina en la mayoria
de los tejidos animales, incluyendo el
plasma sanguineo, liquido cefalorraquideo,
leche, plasma seminal, mucosa del colon,
cerebro, ovarios, higado, pancreas, rifiones,
corazony pulmén. [69-79]

ESTA AMPLIA EXPRESION Y LOCALIZACION
hizo pensar que el papel que esta proteina
juega en la biologia de la célula debia ser
importante, lo que provocd que fuese
ampliamente estudiada en los afios
siguientes a su descubrimiento.

LA FUNCION CELULAR DE LA CLUSTERINA
depende en gran medida del tipo de célula
en el que se exprese y del tipo concreto de
mediador de la sefial celular, habiéndose
detectado en procesos tales como Ia
proteccion frente a lesiones celulares,
sistema del complemento, transporte
lipidico, renovacion de membranas,
adhesion celular e incluso la muerte celular
programada o apoptosis, [59-62]

EN LOS ULTIMOS ANOS han sido diversos
los estudios que han evidenciado Ia
importancia de la clusterina tanto en Ia
tumorogénesis como en la progresion del
cancer en humanos, proponiéndose como
una novedosa herramienta para el

34

desarrollo de nuevas terapias de
tratamiento del cdncer. [52-53]

FIG. 1.21 Modelo de la estructura tridimensional de la
proteina clusterina.

CLUn puede unirse al complejo Ku70
encargado de la reparacion del ADN y ha
sido relacionada con la proteccién celular
en patologias como la isquemia ocular,
obstruccion  uretral, pancreatitis o
mioblastos cardiacos fetales afectados por

el etanol. [63]

SU INTERACCION con el complejo del
complemento C5b-7, C5b-8 y C5b-9, puede
inhibir la accion litica de éste en los periodos
hormonales del ciclo estral, durante la
implantacion del feto en el dtero o
activando los mediadores IL-8 y MCP-1 de la
cascada del complemento previniendo la
aparicién de aterosclerosis. En pacientes
con lupus eritematoso sistémico,
interacciona con la vitronectina, inhibiendo

la accidn citolitica del complemento. [72]

DURANTE LA SENESCENCIA, unos niveles
elevados de clusterina se relacionan con la
aparicion de enfermedades como el cancer,
diabetes tipo Il, enfermedades coronarias,



infarto de miocardio y degeneracién de
células retinales. [64]

TAMBIEN ESTA  POTENCIALMENTE
implicada en la espermatogénesis, la
calidad del fluido seminal y la interaccién
del acrosoma del espermatozoide con la
membrana del oocito. [70]

DURANTE EL CICLO CELULAR bloquea a las
metaloproteinasas MT6-MMP implicadas
en la degradacién de varios componentes
de la matriz extracelular necesarios para la
invasién y la migracion celular. También
estd relacionada con la degradacién del
citoesqueleto en células PNT1 de préstata
tras su unién a la subnunidad de B-actina,
induciendo la apoptosis. [64]

COMO CHAPERONA, la clusterina facilita el
plegado de las proteinas secretadas por el
aparato de Golgi asi como la agregacion y
marcado de proteinas para su destruccion
en los lisosomas. Cuando se combina con la
proteina B-amieloide, atenda la formacion
de placas y reduce la aparicion de

1.3.2. CLUSTERINA, APOPTOSIS Y CANCER

LA IMPORTANCIA de la proteina Clusterina
en las terapias actuales contra el cancer
estiba en su actividad como reguladora del
ciclo y la vida celular: Mientras la clusterina
nuclear (CLUn) tiene una funcién que
favorece la apoptosis, la clusterina
secretora (CLUs) tiene wuna funcién
citoprotectora que aumenta la resistencia
de las células tumorales. [58][80]

LA APOPTOSIS o muerte programada, es el
principal mecanismo de control del nimero
y de la proliferacién normal de las células.
De forma contraria que la necrosis, que
produce la muerte de la célula debido a un
dano externo, la apoptosis es un proceso
programado y regulado por el cual una

1. INTRODUCCION

Alzheimer, aunque otros estudios
relacionan su sobreexpresién con la
formacion de placas p-amieloides en
hipocampo y cértex frontal cerebral en
estos pacientes. Al unirse con la elastina de
los tejidos dafiados por la radiacion
ultravioleta inhibe su precipitaciény el dafo

celular. [77-78]

SU SOBREEXPRESION se relaciona con los
procesos de
transformaciéon celular, identificindose

diferenciacion y

como un marcador de madurez celular.
También se relaciona con los procesos
neurodegenerativos tras una isquemia
cerebral.

LA CLUSTERINA CITOPLASMATICA se ha
asociado con cdancer de colon, mama,
prostata, laringe, faringe, pulmén, vejiga,
renal, pdancreas, células escamosas del
esofago, rindn, rabdomiosarcoma,

osteosarcoma, melanoma, linfoma,

leucemia, cancer cervical y cdncer de ovario.

célula puede “suicidarse” tras recibir una
serie de estimulos internos y/o externos.

EN EL CUERPO HUMANO ADULTO, el
mantenimiento de la poblacién celular se
mantiene gracias a la produccién de varios
cientos de miles de células cada segundo
por mitosis y la muerte de un numero
similar mediante apoptosis.

GRACIAS A LA APOPTOSIS, las células
mueren cuando los dafios en su ADN no son
reparados, siendo también la responsable
de la eliminacién de los linfocitos auto-
reactivos o que no se activan tras la union
del antigeno correspondiente con el
receptor.
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ESTE ES UN PROCESO en el que intervienen
multiples  proteinas  complejas que
controlan los procesos en forma de cascada
bioquimica y que puede inhibirse por la
accion de  determinadas  moléculas
reguladoras con actividad antiapoptdtica
(factores de crecimiento, hormonas,
nutrientes, etc.).

SEGUN LO DICHO, defectos en el proceso de
apoptosis pueden inducir un crecimiento
descontrolado de células, tal y como se ha
visto en algunos tipos de cancer,
enfermedades autoinmunes y

enfermedades neurodegenerativas.

JUNTO CON LA ACTIVACION DE
ONCOGENES, la desregulaciéon de los
puntos clave de la apoptosis, mediante la
activacion, la expresion inadecuada de las
proteinas antiapoptdticas (oncogenes) o la
inactivacién de los factores proapoptdticos
(tumor-supresores), estd estrechamente
relacionada con la tumorogénesis.

SE HAN DESCRITO dos rutas principales de
apoptosis: La primera, se desencadena por
estimulos extrinsecos o citoplasmaticos,
que activan al receptor de muerte Fas,
perteneciente a la superfamilia de
receptores de los factores de necrosis
tumoral (TNF). La segunda es la intrinseca o
mitocondrial, mediada por proteinas
pertenecientes a la familia Bcl-2.

LA FAMILIA BCL-2 comprende alrededor de
25 proteinas que regulan los procesos de
permeabilizacion de la  membrana
mitocondrial mediante el control de la
apertura de los canales de intercambio
idnico VDAC, lo que constituye un punto
clave para el inicio de la apoptosis mediante

la via mitocondrial intrinseca.

ALGUNOS MIEMBROS de esta familia
tienen una actividad antiapoptética (BCL-2,
BCL-X, MCL1, BCLW), mientras que otros
son proapoptéticos (BAX, BAK, BOK, BH3) al
inducir la liberacion de citocromo-c desde la

mitocondria al citoplasma.
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FIG. 1.22 Proteinas relacionadas con la apoptosis tras estrés celular (choque térmico). Constantine Albany, Noah M Hahn. Asian
Journal of Andrology 2014. Vol 16.3:359-363

TANTO LA RUTA INTRINSECA COMO LA
EXTRINSECA desencadenan la cascada de
activacion de las caspasas, proteasas que
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degradan moléculas reguladoras y también
estructurales y que inducen finalmente la
muerte de la célula.



ASI, AUNQUE LAS DOS RUTAS estin
conectadas cabe recalcar que la
sobreexpresién de Bcl-2 en la ruta
intrinseca conlleva la inhibicion de Ia
apoptosis mediada por factores extrinsecos,
mientras que TNFa puede aumentar la
expresion de NFkB y estimular a los
miembros antiapoptosis de la familia Bcl-2
(la expresion de este gen esta regulada por

el factor de supresion tumoral p53).
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FIG. 1.23 Rutas de apoptosis mediadas por caspasas
(independientes de p53). Cancer Journal for Clinicians. Vol.
55,3:178-194. May-Jun 2005

EL PAPEL PROAPOPTOTICO DE LA
CLUSTERINA NUCLEAR CLUn esta
relacionado con su capacidad para unirse al
BH-3 de la BCL-XL,
promoviendo la liberacion de BAX. Esta

bucle proteina

liberacion estd acompafiada por la
activacion de la caspasa-3 y la liberacién de
citocromo-c al citoplasma. [81]

LA FUNCION CITOPROTECTORA de la CLUs
aparece como una respuesta no especifica
frente a una variedad de agresiones a la
célula que podrian inducir a la apoptosis
(gquimioterapia citotoxica, radiacidn, exceso
de radicales de oxigeno libre, carencia de
estrégenos o andrdgenos, etc.), situacion
que se ha visto en diversos estudios al
comprobar que, mientras que en la mayoria
de las células normales la clusterina se

1. INTRODUCCION

detecta en bajas concentraciones, su
expresion se ve aumentada bajo
condiciones de estrés celular, aumentando
la resistencia de la célula. Asi, expresion de
la clusterina esta bajo control genético y
epigenético, ésta Ultima, via metilacién de
su promotor. [83]

POR OTRO LADO, una reduccion de la
expresion de la CLUs conlleva normalmente
la apoptosis de la célula, proceso que puede
ocurrir por medio de dos vias: Una,
dependiente de p53 y otra, independiente
de p53.

LA DEPLECION DE CLUs activa al p53y altera
la proporcién en la que se encuentran las
proteinas de la familia Bcl-2, cambiando la
pro-apoptosis a anti-
apoptosis. Esto ocasiona la disfuncién de la

tendencia de

mitocondria y su apoptosis. Sin embargo, la
supresion de Bcl-2 es un efecto que no
depende de p-53, sino de proteinas

caspasas. [58][86]
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FIG. 1.24 Papel de la clusterina en la apoptosis celular. Onco
TargetsTher. 2014; 7:447-456

DIVERSOS ESTUDIOS han puesto de
manifiesto las diversas rutas mediante las
cuales la clusterina secretora CLUs puede
inhibir la apoptosis celular y propiciar, de
éste modo la supervivencia celular:

ACTUANDO COMO UNA CHAPERONA, la
CLUs puede estabilizar la union entre Ku70
y la proteina pro-apoptética Bax (miembro
de la familia Bcl-2), lo que impide la unién
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de Bax con la membrana externa de la
mitocondria y, por tanto evitando Ia
activacion de la cascada que inicia la
apoptosis: [84-85]

APOPTOSIS: Bax-Ku70 + {,CLUs = Bax
NO APOPTOSIS: Bax-Ku70 + CLUs = Bax-Ku70-CLUs

ACTIVANDO LA SOBREEXPRESION vy
activacion por fosforilaciéon de la megalina,
gue es un receptor de membrana para la
clusterina. También promueve la activacion
por fosforilacidn de la cascada de activacion
de la proteina BAD, mediante la ruta de la
fosforilacién de la Fosfatidil-inositol 3-
quinasa (Akt), mediada por IGF-1 (Insulin-
like growth factor-1), lo que finalmente
conlleva la inhibicion de la secrecidon de
citocromo-cy promueve la supervivencia de
la célula. [87-88]

1.3.3. LA CLUSTERINA Y EL CANCER DE MAMA

ADEMAS DEL IMPORTANTE papel que la
CLUs juega en la apoptosis, esta proteina
también se ha asociado a mecanismos
relacionados con la tumorogénesis tales
como la migracién e invasion celular,
angiogénesis, quimioresistencia e inhibicidn
de la transcripcion de NF-kB (Factor de
necrosis tumoral).[91-93]

DIVERSAS LINEAS DE INVESTIGACION han
puesto de manifiesto el papel de la
clusterina en el céancer de mama. Estas
parecen indicar que, al igual que en el
cancer de préstata, la CLUs le confiere a las
células resistencia frente a la apoptosis
inducida por el factor de necrosis tumoral
TNF-a, a través de la activacion de NF-kf y
la sobreexpresién de Bcl-2. [93]

LAS PRIMERAS INVESTIGACIONES
revelaron que la expresiéon de CLU estd
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INHIBIENDO LA APOPTOSIS INDUCIDA por
el estrés del Reticulo Endoplasmatico, al
menos de forma parcial, mediante su
interactuacién con proteinas reguladas por
glucosa, promoviendo la expresion de CLUn,
apoptosis. [89]

e inhibiendo la
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FIG. 1.25 Papel de la clusterina en la apoptosis celular.
Oncogenex

correlacionada positivamente con el
tamafo del tumor asi como que Ila
expresion de CLUs estd asociada con un
estado negativo de los receptores de
estrégenos y progesterona ademas de con
la progresion desde el carcinoma primario
hasta metastdsico en los nddulos linfaticos.
[95]

EN 2012, Niu et al. Investigaron como el
silenciamiento de la CLUs con siRNA (small
interfering RNAs) inhibe de forma
significativa tanto la proliferacion de células
tumorales de mama MDA-MB-231 como su
capacidad de invasién y migracién. También
demostraron que el silenciamiento de CLUs
puede aumentar la tasa de apoptosis de las
células, inhibiendo el crecimiento de las
células. Por estos motivos, los autores
consideran que el bloqueo de la expresion
del gen CLUs puede suponer un valioso



método a tener en cuenta en el desarrollo
de nuevas terapias frente al cdncer de
mama. [96-97]

TAMBIEN SE HA SUGERIDO que la CLUs est3
relacionada con el inicio del cancer de
mama triple negativo (CMTN), que son los
gue presentan ausencia de tincién en el
receptor de estrégeno, en el receptor de
progesterona y HER2/neu, ya que éstos
pacientes presentan una sobre-expresion
de CLUs frente a los pacientes que no son

1. INTRODUCCION

triple negativo y, ademds, un mayor tamafio
del tumor, nédulos axilares y un estado
clinico mas avanzado. En estas células
tumorales e hiperplasicas, la expresién del
ARNm de CLUs de la proteina es mayor que
en las células de una gldndula mamaria
normal, por lo que los tratamientos de
bloqueo de CLUs podrian ser beneficiosos
en este tipo de pacientes CMTN. [98]
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1.4.1. LA TERAPIA GENICA

LA TERAPIA GENICA es la introduccién de
material exdgeno, natural o recombinante,
en sujetos humanos con la finalidad
terapéutica de corregir deficiencias
celulares expresadas en el nivel fenotipico o
de dotar a las células de una nueva funcién.

ESTA TRANSFERENCIA de material génico
exogeno se puede realizar mediante el uso
de vectores virales, como retrovirus,
adenovirus, virus asociados a adenovirus y
herpesvirus, o mediante el uso de vectores
no virales.

LOS METODOS NO VIRALES incluyen
métodos fisicos, como la microinyeccion,
electroporacién 'y microproyectiles, vy
métodos quimicos como la precipitacion
con fosfato de calcio, policationes, lipidos,
liposomas y membranas derivadas de
eritrocitos.

LA TERAPIA GENICA puede llevarse a cabo
tanto en células germinales como en células
somaticas, mediante técnicas ex vivo o
técnicas in vivo.

LA TERAPIA GENICA EX VIVO es la técnica
mas utilizada y se basa en la obtencién de

1.4.2. OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO (ODN)

UN OLIGONUCLEOTIDO ANTISENTIDO es
una hebra de ADN monocatenario de corta
longitud (entre 13-25 bases) con origen
natural o artificial, que teéricamente puede
hibridar con una Unica secuencia de ARNm
diana presente en la célula, bloqueando su
traduccién.

LA ESPECIFICIDAD de éste método se basa
en la estimacién de que cualquier secuencia
de al menos 13 pases en el ARN o de 17
bases en el ADN estd representada una sola
vez dentro del genoma humano.
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células del propio individuo para su cultivo
y modificacién genética y posterior re-
introduccion a través de vectores.

LA TERAPIA GENICA IN VIVO se basa en la
introduccion de material genético exégeno
directamente al érgano diana a través de
vectores, también conocida como terapia
génica in situ, o en la introduccién del
material genético por via parenteral para su
efecto sistémico. El uso de distintos
vectores facilita la localizacion celular y su
accion en determinados tipos celulares.

LAS TECNICAS DE TERAPIA GENICA incluyen
la insercion génica, donde no se modifica el
gen defectuoso, la modificacién génica, con
la normalizacion del gen defectuoso, la
cirugia génica, con la sustitucién del gen
defectuoso y, por ultimo, el bloqueo de
genes mediante el uso de ribocimas,
triplices y oligonucleétidos anti-sentido.

EN LA ACTUALIDAD en la lucha contra el
cancer se hace necesario el desarrollo de
nuevas terapias que mejoren el efecto de
los citostaticos sobre las células tumorales y
mejoren la supervivencia de los pacientes.

ESTAS MOLECULAS se disefian con el fin de
modular la traduccién de la informacién
genética de las proteinas, principalmente
de las relacionadas con la proliferacion
celular, apoptosis,
metastasis.

angiogénesis vy

ATENDIENDO A SU MECANISMO de
silenciamiento de genes en la célula, los
oligonucledtidos antisentido se pueden
clasificarse en ARNasa H-Dependientes y de
Bloqueo Estérico. [99]



TIPOS DE OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

1. INTRODUCCION

OLIGONUCLEOTIDOS ARNasa H-
DEPENDIENTES: Son los usados con mayor
frecuencia en investigacién clinica e
inducen la degradacion del ARNm diana
mediante la activacidn de la enzima ARN-
asa H o ribonucleasa H, que hidroliza los
complejos hibridos ARN/ADN. La ARNasa-H
supone una maquinaria de destruccién de
éste tipo de moléculas muy eficiente,
consiguiendo resultados de silenciamiento
o inhibicién de la expresion de la proteina
diana de entre el 80 y el 95%.

ADEMAS, estos oligonucledtidos son muy
especificos, ya que pueden inhibir la
expresion de una determinada proteina por
medio de distintas secuencias diana que
pueden estar muy separadas dentro de la
misma regién codificante. Aunque el
mecanismo exacto de accién de la ARN-asa
H no es bien conocido, se ha visto que
homologias de 5 pares de bases son
suficientes para inducir su actividad.

DNA

OLIGONUCLEOTIDOS DE BLOQUEO
ESTERICO: Impiden fisicamente Ia
progresion de la maquinaria de traduccion,
interfiriendo en las fases de iniciaciéon o
elongacion. Al contrario que los
oligonucledtidos ARNasa-H dependientes,
tienen como diana una secuencia muy
especifica de la region codificante del ADN
(extremo 5’- o regidon de inicio de
codificacion AUG). La eficacia de
silenciamiento de la expresién génica por
medio de ésta técnica es menor que en el
anterior caso ya que, en ocasiones, el
ribosoma puede deshacerse de la hebra
antisentido y continuar con la traduccién.

mRNA Protein

TRAIRVIVUIU > ™ s

Antisense
Oligo

T,

¢ RNase H

FIG. 1.26 Mecanismo de silenciamiento génico mediado por ODN. Idtdna
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PARA CONSEGUIR EL EFECTO de
silenciamiento del gen diana, es necesario
qgue el oligonucledtido antisentido pueda
atravesar la membrana celular de las
células. A dia de hoy, el mecanismo exacto
por el que esto ocurre sigue bajo estudio.

LA ENTRADA DEL OLIGONUCLEOTIDO en la
célula diana ocurre, al parecer, de forma
mayoritaria mediante mecanismos de
transporte activo como la endocitosis de
adsorcién y pinocitosis de fase fluida,
procesos dependientes de la temperatura,
la estructura, la concentracion del
oligonucledtido y la linea celular. Cuando la
concentraciéon del oligonucleétido es
pequeina, puede ocurrir su internalizacion
via receptor de membrana. Cuando la
concentraciéon es alta, el receptor de
membrana se satura y la entrada por
pinocitosis cobra mayor importancia. [100-
102]

PARA MEJORAR LA ENTRADA de estas
moléculas en el interior de la célula asi
como su actividad espacial y temporal, se
hace necesario el uso de transportadores. El
uso conjunto de los oligonucleétidos con los
vectores mejora, ademas, la estabilidad de
éstos frente a la degradacidn por parte de
las nucleasas al tiempo que permite
disminuir las concentraciones de ensayo.

LA PRIMERA GENERACION de vectores de
transporte esta basada en el uso de
liposomas, coloides vesiculares compuestos
generalmente por una bicapa de
fosfolipidos y colesterol que dejan en su
interior un compartimento acuoso en el que
el oligonucledtido puede encapsularse.
Debido a su carga positiva, los liposomas
tienen gran afinidad por las membranas
celulares, cuya carga residual en
condiciones fisiolégicas es negativa. Como
ejemplo de vector de transporte muy usado

42

en los estudios de investigacion se
encuentra la LIPOFECTINA.

EN LO ESTUDIOS IN VIVO no se hace
necesario el uso de este tipo de vectores de
transporte, ya que las células incorporan los
oligonucledtidos desde el exterior de la
célula hasta el citoplasma y posteriormente,
hacia el nucleo sin ayuda de estas sustancias
mediante mecanismos que aun no estdn
bien definidos.

EL DISENO DE ESTE TIPO DE MOLECULAS
que puedan usarse en terapia humana es
dificil, ya que hay que tener en cuenta varios
factores que afectan a su estabilidad y
actividad: Deben ser capaces de entrar en la
célula diana, ser altamente afines a la
secuencia complementaria de ARNm,
deben estar modificados quimicamente
para evitar la digestién por las nucleasas,
deben activar la ribonucleasa H que
degrade selectivamente el complejo ODN-
RNA vy, por supuesto, no pueden causar
efectos segundarios peligrosos. [103]

LA TERAPIA ANTISENTIDO se estd
empleando en la actualidad para bloquear
la accion de diversas familias proteicas
relacionadas con la proliferacién celulary la
progresion tumoral. [104]

APOPTOSIS DEFECTUOSA: Al, MCL1, BCL-2,
BXL-XL, BCL-W, IAPs, Clusterina, HSP70MITF

CICLO CELULAR: Ciclina D, MYC, CDKs

REGULACION GENICA ABERRANTE: DNA
Metiltransferasa, Histona deacetilasa

FACTORES DE CRECIMIENTO: EGFR, PKA1,
HER2/NEU, IGF1, IGFBP2, BRAF, PKCa, RAS/RAF

ANGIOGENESIS: VEGF, VEGFR, bFGF
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INMORTAIDAD CELULAR: Telomerasa

METASTASIS: MMPs



1.4.3. siRNA - SMALL INTERFERING RNA

LA INTERFERENCIA DEL ARN (RNAi) es un
mecanismo que regula la expresion génica
limitando la transcripcidn de los genes bien,
suprimiendo su transcripcién
(silenciamiento transcripcional de genes o
TGS, del inglés Transcriptional Gene
Silencing) o bien, activando un proceso de
degradaciéon de una determinada secuencia
de ARN (silenciamiento post-transcripcional
de genes o PTGS, del inglés Post-

Transcriptional Gene Silencing). [105]

LA FUNCION NATURAL de la interferencia
del ARN (RNAI) y parece ser la proteccion
del genoma frente a la invasidn por
elementos fordneos tales como virus o
transposones. De hecho, suponen una
efectiva maquinaria que ha encontrado en
distintos organismos, desde los hongos
hasta los organismos vegetales y animales
vertebrados e invertebrados. [105]

RNAi También se ha asociado a procesos de
regulacién celular como el silenciado de
transposones, mecanismos de defensa
antiviral, regulacidon génica y modificacion
de cromosomas. [105]

DADA LA ALTA ESPECIFICIDAD de este
proceso para silenciar su ARNm diana y por
tanto, para reducir o suprimir la expresién
del gen correspondiente, ha propiciado su
uso en investigacién como un método facil
y rdpido de silenciamiento de genes.

CABE REMARCAR la naturaleza
autocatalitica que propicia un efecto
amplificado. Este efecto parece deberse a la
accion de polimerasas ARN-dependientes o
RARP (del inglés RNA-dependent RNA
polymerase), que seria la responsable de
replicar los siRNA y mejorar la respuesta de
defensa de la célula frente a la entrada de

secuencias de ADN pardsitas. [106-107]

1. INTRODUCCION

AUNQUE A DIA DE HOY aln no esté bien
definido como se produce el mecanismo de
interferencia por iRNA, se ha propuesto un
MODELO DE INTERFERENCIA DE DOS
PASOS que comprende una magquinaria
comun que incluye: dsRNA (del inglés
Double Stranded RNA o ARN bicatenario)
como activador del proceso, ARN diana
degradado de un modo especifico y la
actuacién de un grupo de proteinas muy
conservadas.

dsRNA [HEEEEENNENENENENEEEEEEE|
or

ShRNA T )

SIRNA IO,
duplex B P
| €age »
- gc
FormRalngign of . |éC/ 9
SiRNA / mRNA- b Ir§[cr‘ ‘
3% 1 5
complex ¢ =
sliced , .
mRNA

“SILENCING”

FIG. 1.27 Mecanismo de silenciamiento génico mediado por
SiRNA. Gene-quantification

EL PRIMER PASO, O FASE DE INICIO DE LA
RNAI, comienza con unién y degradacion de
una molécula larga de ds-RNA a fragmentos
de ARN (siRNA). Este proceso, dependiente
de ATP, es llevado a cabo por la enzima
DICER, una nucleasa perteneciente a la
familia de las ARNasa Il con alta
especificidad por las moléculas de dsRNA.

EL PROCESO da como resultado una
molécula de ARN bicatenario de entre 20 a
25 nucleétidos o siRNA, del inglés small
interfering RNA (ARN de interferencia
pequefio o ARNip) con 2 o 3 nucledtidos
desemparejados en cada extremo 3’, por lo
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qgue cada hebra de ARN tiene un grupo
fosfato 5’ y un grupo hidroxilo 3’ libre.[92]

LA ENZIMA DICER tiene cuatro dominios
diferentes: un dominio helicasa amino-
terminal, una parte central ARN-asa lll, una
zona de unién a dsRNA y un dominio PAZ de
reconocimiento del sustrato altamente
conservado.
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EN LA SEGUNDA FASE, estas moléculas de
siRNA se unen al complejo de multinucleasa
RISC, que en presencia de ATP, activan el
reconocimiento de su ARNm homoélogo a la
hebra antisentido y su posterior corte
aproximadamente en la mitad de la regidn
duplex (entre 11 y 12 nucledtidos desde el
extremo 5’ de la hebra guia del siRNA). Estos
fragmentos de ARNm seguramente son
degradados mas tarde por
exoribonucleasas, ya que se ha visto que
aunque el ARNm no se acumula en el
citosol, si es detectable en el nucleo. [109-
110]



1.5.1. INHIBIDORES DE LA CLUSTERINA

LOS EFECTOS DE LA INHIBICION DE CLU en
el tratamiento de pacientes con cancer de
mama estan en estudio y manifiestan
resultados contradictorios.

EXISTEN EVIDENCIAS que establecen que la
inhibicion de CLUs en los estadios mas
tardios de la evolucidn del cancer tienen
efectos terapéuticos beneficiosos, ya que la
clusterina puede conferir una mayor
resistencia de las células tumorales a los
tratamientos. Por el contrario, el bloqueo
de la clusterina en los estadios mas
tempranos tiene un efecto contrario,
representando un biomarcador que se
correlaciona de forma positiva con una
mayor supervivencia. [111]

INVESTIGACIONES IN VITRO mostraron que
el uso de oligonucledtidos anti-sentido
(ODN) y siRNA especificos para el ARNm de
la clusterina, sensibiliza a las células de
cancer de pulmoén frente a la quimio y
radioterapia, disminuyendo su potencial
metastasico.

1. INTRODUCCION

EL CUSTIRSEN (OGX-011, OncoGeneX
Pharmaceuticals, Inc., Bothell, WA. USA) es
un oligonucledtido antisentido de segunda
generacion disenado para bloquear el exén
1 del ARNm de la clusterina secretora CLU-
s, disminuyendo su expresiéon y mejorando
los resultados clinicos en pacientes con
cancer prostatico avanzado. En el afio 2014
comenzd la fase Il de los ensayos con
indicios de su utilidad en otros tipos de
cancer diferentes al cancer de prdstata,
como cdncer de mama, pulmon o cancer de
ovario.

SIN EMBARGO, las investigaciones in vivo
en pacientes con cancer de pulmén aun no
han revelado ningun resultado alentador.
Los estudios llevados a cabo en el afio 2009,
demostraron como el Custirsen no
evidencia ventajas cuando se asocia a la
guimioterapia para el cancer de mama. En
2014, en la fase lll de los ensayos, se ha
vuelto a comprobar que el tratamiento de
pacientes con metdstasis de cancer
prostatico (CRPC) con Custirsen 'y
guimioterapia basada en
docetaxel/prednisona, no mejora la tasa de
supervivencia en comparacion con los
pacientes tratados Unicamente con
guimioterapia, lo que hace necesario que se
lleven a cabo mas investigaciones en este
campo. (Datos obtenidos de OncoGenex
Pharmaceuticals Inc.) [106]

LOS EFECTOS SECUNDARIOS de este tipo de
tratamiento van desde los tipicos gripales,
hasta una disminucién en el recuento de
neutrdfilos, fiebre, derrame pleural o disnea
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1.5.2. INHIBIDORES DE LAS PROTEINAS QUINASAS

ESTA DEMOSTRADO el papel de las MAPK
en los fenémenos de resistencia a la quimio
[88] y radioterapia [89] convencional, asi
como que las MAPK pueden estar
implicadas en la respuesta a distintas
terapias de cancer, incluidas las basadas en
inhibidores de tirosinas-quinasas. [115]

ANTICUERPOS ANTI-RECEPTORES

ACTUALMENTE se esta llevando a cabo un
esfuerzo considerable en la investigacién de
estrategias que inhiban las MAPK que
participan en la tumorogénesis. En la
actualidad, lo métodos mas efectivos estan
basados en el desarrollo de anticuerpos
anti-receptores e inhibidores de bajo peso
molecular.

LOS ANTICUERPOS se unen con el dominio
extracelular del receptor HER2 (Human
Epidermal Growth Factor Receptor),
proteina que se sobreexpresa en un gran
numero de adenocarcinomas humanosy en
el 20-25% de los casos de cancer de mama,
relaciondndose con un tumor mas agresivo
y de peor prondstico.

ESTA UNION BLOQUEA la unidén del
receptor con el factor de crecimiento
epidérmico, inhibiéndose el crecimiento
tumoral, revirtiéndose la resistencia a

®

Ligand Trastuzumab

citoquinas y reduciéndose la produccidon del
factor de crecimiento endotelial.

ASI MISMO, la unién del anticuerpo
favorece el inicio de una respuesta inmune
citotoxica contra las células tumorales que
sobreexpresan HER2, lo que incrementa el
efecto citotdxico de la quimioterapia.

COMO EJEMPLO de esta terapia estd el
Trastuzumab (Herceptin) que se usa en
cancer mamario, ovarico, prostatico vy
pulmonar. [116]

Pertuzumab @

Cytoplasm
Transcription Downstream Q;

Cellular Effects
Nucleus

Proliferation, Survival,
Invasion, Angiogenesis

FIG. 1.28 Efecto celular de Trastuzumab, Pertuzumab y T-DM1. Antibody-Drug Conjugates and T-DM1. Onc Live. March 21, 2014
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INHIBIDORES DE BAJO PESO MOLECULAR

1. INTRODUCCION

EL EFECTO CELULAR de los inhibidores de
bajo peso molecular se basa en el bloqueo
del sitio de unidn del ATP, impidiendo la
activacion por fosforilacion del sustrato de
la proteina quinasay, por tanto, deteniendo
la transduccion de la sefial al nucleo.

H89 (N-[2-(p-bromocinnamylamino)-ethyl]-
5-isoquinolinesulfonaime}, CAS N2 127243-
85-0), es un potente inhibidor con accién
selectiva frente a las PKA, proteina-quinasas
dependientes de AMP ciclico (S6K1, MSK1,
PK1, ROCKIl, PKBa, MAPKAP-K1b),
mediante inhibicion competitiva por el ATP
en su subunidad catalitica. Al inhibir a PKA,
disminuye la fosforilacion del residuo de
treonina de Akt, impidiendo la asociacion de
PI3K con Ras y, por tanto, favoreciendo la
actividad de la PI3K libre. La PI3K puede
entonces activar al p38 mediante MAPK,
incrementando la fosforilacidn de Akt e
induciendo la apoptosis. H89 también
puede inhibir a las proteina-quinasas
activadas por estrés mitégeno (MSK). [117-
118]

'Gﬁ - EP4

IGF-Ir

p38 MAPK

} p-Ser-Akt
p-Thr-Akt
PI3-K/RAS A
e
Apoptosis Apoptosis

| Cell Survival | | Cell Death

FIG 1.29 Efecto celular de H89 en la linea de adenocarcinoma
humano Caco-2. American Journal of Physiology. Vol. 293.
2007

CHELERYTHRINE (C21H18NO4Cl, CAS No°
3895-92-9), un
benzofenantridina que actla como un

alcaloide de

potente y selectivo inhibidor de la proteina-
quinasa C, promoviendo la liberacién de
citocromo c por parte de la mitocondria e
induciendo apoptosis. [119-120]

GENISTEINA (4’,5,7-Trihydroxyisoflavone,
CAS N2 446-72-0) es un flavonoide que
atenua la proliferacién celular mediada por
factores de crecimiento y citoquinas. Su
accién se basa en una potente y especifica
inhibicién de Ila autofosforilacion de la
tirosina-quinasa del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGF). También
parece desempefiar un papel en las rutas de
traduccion de las sefales, como la inhibicion
de la ADN-topoisomerasa |l, accién
antiangiogénica y antioxidante. [121]

Growth Factors/Extracellular Signaling

PI3K MENIS
Genistein /
PDK IKK
* * Genistein
/Ak\ NF-«B
BAD l GSK-3
Caspase 9 \
* / B—catenin
: N
Apoptosis Survival

FIG. 1.30 Efecto celular de la Genisteina. Clin. Cancer Res July
2002 vol.8 no.7 2369-2377

AL IGUAL que otros citotoxicos, los
inhibidores de bajo peso molecular de
proteinas quinasas, al inhibir de forma
permanente elementos fundamentales
para la supervivencia proliferacién celular,
inducen toxicidad también en las células
normales.
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LOS EFECTOS DE LA TOXICIDAD son
mayores durante el uso de inhibidores que
inhiben multiples
comparacién  con

receptores en
inhibidores  mas
especificos y accién reducida en el numero
de receptores inhibidos.

ENTRE LOS EFECTOS SECUNDARIOS mas
frecuentes se encuentran los vomitos,
anorexia, diarrea, sangrado gastrointestinal
y alteraciones dermatoldgicas (foliculitis
facial, tricomegalia y ulceraciones). Otros
efectos secundarios pueden incluir
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hepatotoxicidad espasmos musculares
localizados, nefropatia con pérdida de
proteinasy anemia hemolitica, lo que afecta
muy negativamente a la calidad de vida de
los pacientes.

ACTUALMENTE cuando estos efectos
secundarios se vuelven mds severos, se
prescribe la descontinuacion temporal de la
terapia asi como una reduccion de la dosis o
frecuencia de administracién del

guimioterdpico al reiniciar el tratamiento.



2. OBJETIVOS

49



2. OBJETIVOS

2. OBIJETIVOS

SON BIEN CONOCIDAS las propiedades
antitumorales de los inhibidores de las
proteinas quinasas, siendo los farmacos de
eleccién para el tratamiento de diversos
tipos de cancer. Sin embargo, los efectos
secundarios que producen a altas dosis
afectan de forma negativa a la salud de los

POR OTRO LADO, tal y como se ha visto, la
expresion de la clusterina secretora CLUs
por las células tumorales en respuesta a la
presencia de este tipo de sustancias
citotoxicas provoca resistencia tanto a la
guimioterapia como la radioterapia
mediante la inhibicion de la apoptosis.

pacientes y presentan wuna eficacia [1]12]
moderada cuando son utilizados como
terapia Unica.

EL OBJETIVO GENERAL del presente proyecto consiste en comprobar si el bloqueo de agentes
inhibidores de la apoptosis, como la proteina clusterina, pueden potenciar la actividad citotdxica
de los inhibidores de las proteinas quinasas en las células tumorales con el fin de mejorar su
eficacia.

LA HIPOTESIS INICIAL se basa en que la inhibicidn de la expresidn de la proteina clusterina podria
ser la base de una nueva terapia que aumente la sensibilizacién de las células tumorales de
mama frente a la accién citotéxica de los inhibidores de proteinas quinasas.

2.2.1. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE PROTEINAS QUINASAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA
CELULAR

Comprobar el efecto de éste tipo de inhibidores enzimaticos sobre la supervivencia de las células
tumorales de mama.

2.2.2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CLUSTERINA SOBRE LA SUPERVIVENCIA CELULAR

Comprobar el efecto que una inhibicidn selectiva de la expresion de la proteina clusterina tiene
sobre la supervivencia de las células tumorales, con el fin de poner de manifiesto su papel
citoprotector.

2.2.3. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE PROTEINAS QUINASAS SOBRE LA EXPRESION DE
CLUSTERINA

Estudiar el efecto de los inhibidores de proteinas quinasas sobre la expresidén génica de la
clusterina en lineas celulares de cancer de mama.
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2. OBJETIVOS

Comprobar si la sensibilidad de distintas lineas celulares a los inhibidores de proteinas quinasas
se ve mejorada por el tratamiento con inhibidores de la clusterina.
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3. MATERIALY METODOS

COMO MODELOS para investigar los tumores de mama y los mecanismos celulares de los

citotoxicos seleccionados, se han elegido dos lineas celulares de cancer de mama epitelial

procedentes de la American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA.

LINEA MDA-MB-231:

Esta linea celular, aislada por primera vez en
1973 a partir de una muestra de derrame
pleural de una paciente con cancer de
mama, es de la mas utilizadas para el
estudio experimental in vitro del cancer de
mama hormono-independiente ER(-). En
ella la clusterina se expresa fuertemente de
forma  constitutiva, existiendo una
expresiéon basal de esta proteina en
condiciones normales. Esta linea celular
presenta un crecimiento
extraordinariamente rapido en medios de
cultivo poco enriquecidos debido a una
regulacién autocrina a partir de factores de
crecimiento celular que ellas mismas
secretan al medio. Estas células presentan
abundantes receptores de membrana para
el factor de crecimiento epidérmico EGF
aunque no se sobreestimulan con dicho
factor.
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LINEA MCEF-7:

Esta linea celular aislada por primera vez en
1970 a partir de una paciente caucasiana de
69 afos con cancer de mama, es muy
utilizada para la realizaciéon de ensayos in
vitro ya que mantiene ciertas caracteristicas
propias del epitelio de mama, como Ia
habilidad de procesar estrégenos, en forma
de estradiol, via receptores de estrégenos
en el citoplasma celular. La linea MCF-7 es,
por tanto, hormono-dependiente, ER(+).
Otros motivos que han movido a la eleccién
de ésta linea es que en ella, la clusterina se
expresa de forma inducible. Esta linea
celular se caracteriza por requerir una
elevada concentracion de aminoacidos
esenciales en el medio para su crecimiento
asi como por ser resistente a varios
antitumorales, entre ellos, la Doxorubicina.



3. MATERIAL Y METODOS

COMPOSICION DEL RPMI 1640 con L-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
MEDIO DE CULTIVO USA).
ESTANDAR PARA SBF 8% (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA).
AMBAS LINEAS Aminoécidos no esenciales (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
CELULARES USA).
Antibidticos (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA).

PROTOCOLODE 1. Cultivo de las células en placas de 12 pocillos (Albus),
ELABORACION DEL sembrdndose aproximadamente 1x10° células/pocillo en
DILUYENTE DE LAS medio estdndar enriquecido. Incubacién en la estufa de
SOLUCIONES STOCK cultivos celulares a 372C durante 12 horas para permitir que

las células en suspension se adhieran a la pared de la placa de
cultivo.

2. Sustitucién del medio estandar enriquecido con un medio
portador del tratamiento de estudio.

3. Para conseguir la separaciéon de las células del pocillo, se
procede a la eliminacién del medio con el tratamiento
utilizado y adicion de PBS-EDTA al 5%. Transcurridos 20
minutos, se anade PBS para recoger el mayor nimero de
células que se colocan en un tubo eppendorf estéril.

4. Almacenamiento a -20°C para posteriores estudios.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.3.1. INHIBICION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA CLUSTERINA MEDIANTE
OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO (ODN)

MATERIALES

MEDIO DE CULTIVO DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s), de Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO (USA), libre de suero, y suplementado con lipofectina
para potenciar la transferencia de los ODN.

OLIGONUCLEOTIDOS ODN-Clu y ODN_Control Roche Molecular Biochemical,
FOSFOROTIOATO (ODN) Mannheim, Germany. Ambos ODN con una secuencia especifica
PRODUCIDOS PARASU para el gen de la clusterina humana. Esta secuencia se
USO EN HUMANOS corresponde con el sitio de inicio del exén Il del gen CLU en
humanos 5'-CAGCAGCAGAGTCTTCATCAT-3'.
La secuencia control en este estudio fue 5'-CAGCAG-
CAGAGTATTTATCAT-3'.
La Basic Local Aligment Search Tool de la base de datos de la
National Center for Biotechnology Information mostré que no
existian homologias entre los ODN utilizados con ninglin otro gen
humano conocido.

TRANSPORTADOR Lipofectina (Life Technologies, Glasgow, UK) previamente
mezclada a temperatura ambiente y en una concentracion
1,5ug/ml durante 20 minutos con medio DMEM, para potenciar
la transferencia de los ODN.

METODO
PASO 1 Cultivo de las células en la dilucién del transportador (medio
DMEM vy lipofectina 1,5ug/ml) junto con los ODN (10nM para el
control y 100nM para clusterina).

PASO 2 Incubacién a 37°C con agitacion durante 4 horas

PASO 3 Sustitucion del medio con lipofectina y los ODN por medio
estandar e incubacion a 37°C durante 24h.

PASO 5 Lectura de resultados.

Experiencias anteriores obtuvieron una méaxima reduccion en los niveles de ARNm empleando una concentracién de ODN
100nM, lo que justifica la realizacién de las experiencias con esta concentracion. [1]
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3.3.2. INHIBICION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA CLUSTERINA MEDIANTE EL PLASMIDO
PARA CLUSTERINA O siRNA

MATERIALES

MEDIO DE CULTIVO RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO (USA),
suplementado con10% FBS.

REACTIVO DE FuGene ®6 Transfection Reagent (Promega Biotech Iberica, Spain)
TRANSFERENCIA

siRNA DUPLEX sc-43688 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

siRNA CONTROL sc-37007 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

Para determinar la concentracion 6ptima de siRNA necesaria, previamente se realiz6 el cultivo de las lineas
celulares objeto del estudio con 50, 100 y 200nM, consiguiéndose la mayor mortalidad de las células con una
concentracién 200nM (comparado con el control):

. Para la linea MDA los resultados fueron los siguientes: 68,5+1,7 vs 26+2,2 (p<0,001).

e  Paralalinea MCF-7: 55,2+4,1 vs 4044 (p=0,04).

METODO

PASO 1 Afadir FuGene al medio DMEM e incubar a 37°C en agitacién
durante 5 minutos.

PASO 2 Anfadir el siRNA al medio con FuGene. Incubar en agitacién a 372C
durante 15 minutos.

PASO 3 Afiadir la mezcla anterior a cada pocillo con las células de ensayo,
de forma que la concentracidn final de siRNA sea 200nM.

PASO 4 Incubacién de las células de ensayo durante 48h, a 372, con el fin
de permitir la expresion del pldsmido transferido.

PASO 5 Lectura de resultados

Para la preparacién del control, se empled un siRNA control con una secuencia que no conlleva la degradacién
especifica de ningin RNAm celular conocido.
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MATERIALES

INHIBIDORES DE LA
PROTEIN-QUINASA

H89, Chelerythrine, Genisteina.
Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA

MEDIO DE CULTIVO

Medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, USA) libre de suero

TRANSPORTADOR ODN

Lipofectina (Life Technologies, Glasgow, UK) previamente
mezclada a temperatura ambiente y en una concentracion
1,5ug/ml durante 20 minutos con medio DMEM.

OLIGONUCLEOTIDOS
FOSFOROTIOATO (ODN)
PRODUCIDOS PARA SU
USO EN HUMANOS

ODN-Clu, Roche Molecular Biochemical, Mannheim, Germany.
ODN-Clu: 5-GCACAGCAGGAGAATCTTCAT-3’, complementaria
para la secuencia de clusterina.

ODN-Clu Control: 5’-GCACAGCAGGAGGATATTCAT-3’

siRNA DUPLEX

sc-43688 (Santa Cruz Biotechnology, USA) complejo que contiene
juegos de siRNA disefiados para bloquear de 3 a 5 dianas en la
expresion del gen CLU.

siRNA CONTROL

sc-37007 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

REACTIVO
TRANSFERENCIA siRNA

FuGene ®6 Transfection Reagent (Promega Biotech Iberica,
Spain)
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METODO

ENSAYO CON
INHIBIDORES DE
PROTEINA-QUINASA

ENSAYO CON
INHIBIDORES + ODN

ENSAYO CON
INHIBIDORES + siRNA

PASO 1:

Incubacién de las lineas
celulares del ensayo
durante 24 horas a 37°C
en medio estandar
DMEM junto con las
concentraciones dadas
de inhibidores: H89
(50nM), Chelerythrine
(1,3uM), Genisteina
(50uM).

Cultivo de las células en
medio DMEM, libre de
suero, con 1,5pg/ml de
lipofectina y las
concentraciones
correspondientes de ODN
(100nM para el control y
100 nM para clusterina)
durante 4 horas en una
estufa a 37°C con
agitaciéon constante.

Cultivo de las células en
medio DMEM, libre de
suero, junto con el
reactivo de transferencia
FuGeney el siRNA 200nM
durante 48 horas, a 37°C.

PASO 2:

Para el control, las
distintas lineas celulares
se incubaron en medio de
cultivo estandar, también
durante 24 horas a 37°C.

Transcurrido el tiempo, se
sustituye el medio con los
ODN vy la lipofectina por
medio estandar y las
diferentes  dosis  de
inhibidores.

Dosificacion de las
concentraciones dadas de
inhibidores.

PASO 3:

Transcurrido el tiempo,
se comprobd la viabilidad
celular mediante contaje
en la cdmara de
Neubauer.

Incubacion durante 24h a
37°C.

Incubacién durante 24
horas, a 37°C.

Comprobacion de |la
viabilidad celular
mediante contaje en la
camara de Neubauer.

Lectura de resultados
mediante contaje en la
camara de Neubauer.

Cada experiencia se repite 2 veces.

Para poder determinar la dosis 6ptima de estos quimioterdpicos, se realizaron ensayos con diferentes
concentraciones y tiempos de incubacion con el fin de elaborar una curva dosis-respuesta:

INHIBIDOR CONCENTRACION TIEMPOS LECTURA
H89 50Nm 0, 8, 24, 48h
Chelerythrine 1,3uM 0, 8, 24, 48h
Genisteina 50uM 0, 8, 24, 48h
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MATERIALES Camara de Neubauer 50.000 células/pocillo.

Azul tripan.

METODO

Mezcla de un alicuota de 10ul del cultivo de la
experiencia correspondiente con 5ul de azul tripdn,
coloide que se introduce en el interior de las células
muertas a través de las roturas en su membrana.
Introduccidn de la muestra por el extremo de la
camara de Neuebauer con ayuda de una
micropipeta.

Colocacion de la camara de Neubauer en un
microscopio de contraste de fases o de campo claro.
Las células que aparecen de color azul son
consideradas como no viables, y por exclusién, se

consideran viables las células blancas.

3.5.1. LA CAMARA DE NEUBAUER

SE TRATA DE UNA GRUESA PLACA DE
CRISTAL con forma de portaobjetos, de
unos 30-70mm y unos 4mm de grosor
utilizada para realizar contajes de células.

PUEDE SER simple, con una porcion central,
donde se realiza el conteo, dividida en tres
partes. O DOBLE, el modelo mas comun,
con 2 zonas de conteo, una superior y otra
inferior al eje longitudinal de la cdmara.
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FIG. 3.1 Esquema de una cdmara de Neubauer
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LA RETICULA COMPLETA mide 3mmx3mm
de lado y estd subdividida en 9 cuadrados de
1mm de lado cada uno. El cuadrado central
se divide en 25 cuadrados medianos de
0,2mm de lado y cada uno de estos
cuadrados se subdivide a su vez en 16
cuadrados pequefios. El cuadrado central
estd formado, por tanto, por 400 cuadrados
pequenos.

EL CUBREOBJETOS es un cuadrado de cristal
de aproximadamente 22mm x 22mm que
debe colocarse sobre la cdmara de recuento
de forma que cubra su parte central,
delimitando un espacio entre la cdmaray el
cubreobjetos de 0,1mm. Para evitar que el
cubreobjetos se levante y la distancia sea
mayor a 0,1mm, se utilizan dos pinzas
especiales que lo sujetan
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3.6.1. TECNICA RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTION-POLIMERASE CHAIN REACTION)
Esta técnica permite cuantificar la expresién del ARNm

MATERIALES

Kit de extraccion de ARN High Pure RNA Isolation, Roche Biochemical,
Manheim, Alemania.
Kit RT-PCR 1st Strand cDNA synthesis kit, Roche Biochemical, Manheim,

Alemania.

PRIMERS (Roche Biochemical Manheim, Alemania):
CLUSTERINA: Cls: 5’ GGCGACGATGACCGGACTGT 3’
Clas: 5 GGGACCGTCACAGTGATGGG 3’

B-ACTINA: chol5: 5 GGCATCGTGATGGACTCCG 3’
cho 16: 5 GCTGGAAGGTGGACAGCGA 3’

PRIMERA FASE:
AISLAMIENTO DEL

METODO DE LA GUANIDINA ISOTIOCIANATO
Resuspensién de un cultivo con 107 células en 500ug de una solucién de

ARN TOTAL 8uanidina isotiocianato 4M.
Extraccidon con fenol/cloroformo.
Extraccion de 400ug de la fase acuosa a un tubo estéril.
Precipitacion del ARN con 2,5ul de B mercaptoetanol 14,3M.
Tratamiento con ADNsa | (Roche Biochemical, Mannheim, Alemania) durante
2 horas a 37°C para eliminar cualquier posible resto de contaminacion por DNA
gendmico.
Almacenamiento de las muestras a -20°C.
SEGUNDA FASE: A 5ul del ARN aislado previamente, se le afiaden 15ul de una solucién master
OBTENCION DEL elaborada con 2pl de tampdn buffer 10x (100mM Tris, 500mM KCl, pH 8,3),
ADNc 4wl de MgCly (25mM), 2ul de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP 10mM), 2ul de
primer oligo-p(dT)is, 1ul de inhibidor de ARNasa (50 unidades/pl).
Enrasado con agua estéril y libre de ARNasa.
Adicién de 0,6pl de la enzima AMV retrotranscriptasa.
Termociclado de la muestra (Termociclador Perkin Elmer Cetus Model 9600)
con los pardmetros que se especifican a continuacion:
i.  Desnaturalizacién durante 10 minutos a 25°C.
ii.  Polimerizacion durante 60 minutos a 45°C.
iii.  Parada de la polimerizacion durante 5 minutos a 95°C.
iv.  Parada 5 minutos a 4°C
v.  Almacenamiento a -20°C.
100
80
60
40 _/
20
’ u
10' 60' 5 5
TERCERA FASE: Por cada 5 pl de muestra, se preparan de 25ul de una solucién master
PCR compuesta por Tampdn para PCR 10x, MgClz (25mM), dNTPs (dATP, dGTP,

dCTP, dTTP 10 mM), agua estéril, 10pM de primer (B-actina o clusterina) y 0,5U
de Taq Polimerasa (Roche).
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La amplificacién del ADN se realiza en un termociclador GeneAmp 2400
(Perkin Elmer, Foster City, CA, USA).

AMPLIFICACION CLUSTERINA:
i. Desnaturalizacidon 5 min. a 94°C
30 ciclos:
ii. Desnaturalizacion 30s a 94°C
iii. Unidn del cebador 60s a 64°C
iv. Extensidn 30s a 72°C
Elongacidn:
v. Elongacién 7min a 72°C
vi. Finalizacién 5min a 4°C
Almacenamiento -20°C

100

T

60

40

20

5' 30" 130" 7' 5'

AMPLIFICACION B-ACTINA:

i. Desnaturalizacion 5 min. a 94°C
25 ciclos:
ii. Desnaturalizacion 30s a 94°C
iii. Union del cebador 60s a 58°C
iv. Extension 30s a 72°C

v. Elongacién 7min a 72°C

vi. Finalizacion 5min a 4°C

Almacenamiento -20°C

100

80

60

40

20

5' 30" 130" 7' 5'
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3.6.2. TECNICA ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
La malla porosa formada por la agarosa junto con la aplicaciéon de una corriente eléctrica
permite la separacion de las moléculas segin su tamafio y punto isoeléctrico.

MATERIALES

Agarosa 1,5%

Tampon TBE (Tris Borato EDTA) 10x

Bromuro de etidio 10mg/ml

Tampdn de carga (azul de bromofenol) 1x

Marcador de peso molecular interno PM VI (Roche Molecular
Biochemical, Manheim, Alemania) con rango de 154-2176pdb puesto
que la proteina clusterina se obtiene a partir de un gen de 428 pares de
bases, y la B-actina, a partir de 600).

ELABORACION DEL GEL

Echar en un matraz 1,5g de agarosa, 7,5ml de tampdn TBE 10x y enrasar
con agua destilada hasta 75ml.

Cubrir con papel de aluminio y calentar hasta la disolucién de la agarosa.
Dejar enfriar hasta que no queme al tacto, y afiadir 15ul de bromuro de
etidio.

Agitar manualmente hasta homogeneizar la mezcla.

Verter en el molde del gel con el peine de 8 pocillos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

ELECTROFORESIS

Colocar el gel solidificado en la cubeta de electroforesis

Cubrir con tampdn TBE 10x

Mezclar 10ul del producto amplificado con 1l de tampdn de carga (azul
de bromofenol).

Cargar las muestras en la zona catddica del gel.

Someter a una corriente eléctrica de 70V 19A durante 40 minutos.
Visualizacion del patrén de migracién con un transiluminador
ultravioleta.
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3.6.3.

TECNICA WESTERN BLOT

Esta técnica permite la separacion, identificacidn y la cuantificacidon relativa de la expresion
de la proteina clusterina en los extractos celulares tras la realizacion de cada una de las

experiencias.

PRIMERA FASE

Obtencién de los EXTRACTOS CELULARES a partir de los cultivos.

OBTENCION

EXTRACTOS CELULARES

MATERIALES

PBS (Phosphate buffered saline) frio (+2°C).

Tampon de lisis (0,5% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris-HCI, pH 8.0) frio
(+2°C).

Mezcla de proteasa fresca (0,5mg/ml) para evitar la digestidn por parte
de las proteasas celulares.

OBTENCION DE LOS

EXTRACTOS CELULARES

Lavado de los cultivos celulares con PBS frio y agitacion manual.
Desechar el medio y volver a repetir.

Volver a afadir PBS a la placa y rascar con una espatula estéril para
favorecer la resuspensién de las células.

Recoger el sobrenadante con una pipeta y colocar en tubos de
microcentrifuga.

Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos y desechar el sobrenadante.
Afadir 180pl del tampdn de lisis frio junto con 20ul de proteinasa K.
Incubar durante 30 minutos en hielo.

Clarificar el lisado mediante centrifugacién durante 10 minutos a
12.000rpm a +4°C.

Transferir el sobrenadante conteniendo la mezcla de proteinas a un tubo
limpio y estéril y almacenar en frio o congelado a -20°C.

PREPARACION DE LA
MUESTRA

Extractos celulares
Marcadores

SEGUNDA FASE

SEPARACION de las proteinas en funcién de peso molecular y movilidad
electroforética mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

CONSIDERACIONES
PREVIAS:

El gel de poliacrilamida se forma por copolimerizacidn de la acrilamida y
la bis-acrilamida, en una reaccion iniciada por la
Tetrametilentiléndiamina (TEMED) y el amonio Persulfato (APS).

Los extractos celulares se tratan con el detergente anidnico SDS para
conseguir la desnaturalizacidon parcial de las proteinas (sin estructura
secundaria ni terciaria, pero sin afectar a los puentes di-sulfuro) con el
fin de formar complejos desnaturalizados con una carga negativa mas o
menos homogénea a lo largo de la cadena polipetidica y proporcional a
su masa. (Se estima que el SDS se una en una proporcién aproximada de
1,4g SDS/g proteina).

GEL POLIACRILAMIDA
MATERIALES

Agua desionizada
Acrilamida/bisacrilamida 40%
TBE 10x

APS (Amonio Persulfato) 10%
TEMED (Tetrametiletiléndiamina)
Azul Coomassie R250

ELABORACION DEL GEL

SDS-POLIACRILAMIDA

Para preparar 15ml del gel, se utilizan 7,5ml de acrilamida/bisacrilamida,
1,5ml de TBE 10x, 6ml de agua desionizada, 20 pl de APS y 40ul de
TEMED.
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ELECTROFORESIS GEL
POLIACRILAMIDA

Cubrir el gel con el tampdn de electroforesis.

Someter a una corriente eléctrica de 200V.

Tras comprobar que el tampdn cubre totalmente el gel, se retira con
cuidado el peine y se cargan las muestras (6l del marcador, seguido por
15ul de las muestras en cada pocillo).

Correr el gel hasta que el azul de bromofenol llegue casi al borde inferior
del gel (40 minutos aproximadamente).
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Sacar el gel y sumergirlo en fijador durante 15 minutos, en un recipiente
tapado para evitar los vapores téxicos del metanol, con agitacién suave.
De este modo se lava buena parte del SDS del gel, que podria interferir
con la tincién.

Tefiir el gel durante 1h con azul Coomassie R250.

TERCERA FASE: DETECCION de la proteina clusterina mediante su unién al anticuerpo
especifico. Dado que los geles son fragiles y dificiles de manipular y que
anticuerpos no son retenidos en éstos, se hace necesario transferir las
proteinas a un soporte mas adecuado. En este caso, se realizd una
electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa, de forma que las
proteinas migren hacia el polo positivo de la cdmara bajo el efecto de un
campo eléctrico.

MATERIAL Esponja
6 hojas de papel de filtro
Membrana nitrocelulosa
Gel Poliacrilamida con las muestras
Cémara de electrotransferencia
Tampon de transferencia 25mM Tris, 190 mM Glicina, 20% Metanol
METODO Mojar el papel de filtro en el tampdn de transferencia.
El gel y la membrana se ponen en contacto directo y se fijan firmemente,
a modo de sandwich, entre varias capas de papel absorbente y las
esponjas de la camara: Esponja — 3 Papeles de filtro — Membrana de
nitrocelulosa — 3 Papeles de Filtro.
Este complejo se sumerge en la camara con el gel de transferencia,
teniendo cuidado de colocar que la membrana de nitrocelulosa se
encuentra entre el gel de poliacrilamida con las muestras y el electrodo
positivo.
Aplica la corriente eléctrica que permita la migracion durante 4h.
CUARTA FASE: INMUNODETECCION. Permite la visualizacién de las proteinas adheridas
a la membrana mediante su unién a anticuerpos marcados.
MATERIALES Anticuerpo anti-CLU (Millipore, MA, USA) al 5% en BSA (Bovine Serum
Albumina).
Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Millipore, MA, USA)
diluido al 5% en el tampdn de bloqueo.
Anticuerpo control anti-ACTINA (Millipore, MA, USA) al 5% en BSA
(Bovine Serum Albumina).
Tampon de bloqueo: Leche desnatada diluida al 5% en TBS.
Tampon de lavado TBST (Tris-Buffered Saline + Tween 20).
Reactivo ECL (Enhanced chemiluminescent).
METODO Bloqueo de la membrana mediante su incubacién durante 1 hora a 4°C.

con el tampdn de bloqueo.

Incubacion de la membrana con el anticuerpo primario y el tampdn de
bloqueo durante 12 horas a 4°C en un agitador.

Lavado tres veces con TBST durante cinco minutos en un agitador y a
temperatura ambiente.

Incubacion de la membrana con el anticuerpo secundario conjugado y el
tampdn de bloqueo a temperatura ambiente durante 90 minutos.
Lavado tres veces con TBST durante cinco minutos en agitador y a
temperatura ambiente.

Cubrir totalmente la membrana con el reactivo ECL e incubacién durante
2 minutos.

Visualizacién de resultados.

Visualizacion
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EL ESTUDIO ESTADISTICO se realiza
mediante andlisis univariante. Este analisis
consiste en la comparacion de las
frecuencias entre dos variables mediante el
test X2, 0 en el caso de que este no proceda
(resultados esperados inferiores a 5 en mas
de un 20% de los casos) mediante el test de
Fisher.

LA COMPARACION DE LAS MEDIAS se
realizé mediante el test t-student, una vez
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comprobada la normalidad de la variable
cuantitativa. En caso de que no se
cumpliese esta condicidn, se procedié a la
transformacion de la variable.

EL NIVEL DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA
establecida fue de p<0,05, siendo todos los
resultados estadisticos obtenidos mediante
el programa de software SPSS.15 (Chicago,
IL)
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FIG. 4.1 Imagen de la cdmara de Neubauer

Mediante microscopia las células no viables aparecen coloreadas de azul mientras que
el resto, por exclusion, son consideradas viables.
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TRATAMIENTO LINEA MCF-7 CON INHIBIDORES PROTEINAS
QUINASAS

4!9* *

50

45
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30

25

20

MORTALIDAD (%)

CHE

GEN

INHIBIDORES

mPKI m CONTROL

H-89 18,5+3,3 49,4+4 p<0,001
CHE 18,55 22,1+1,7 n.s.
GEN 17+1,1 34,5+3,6 p<0,01

NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos
obtenidos en tres experiencias diferentes + el error estdndar de la media.

**<0,01 ***<0,001

FIG. 4.2 Los resultados muestran como, en comparaciéon con el control, los inhibidores de
proteinas quinasas H89 (50nM) y Genisteina (50uM) tienen un significativo efecto citotdxico en
las células tumorales de la linea MCF-7. Este efecto no es significativo tras el tratamiento con

Chelerythrine en una concentracion 1,3uM.
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TRATAMIENTO LINEA MDA CON INHIBIDORES PROTEINAS
QUINASAS

% %k *x

* k%
89 CHE GEN

H-

N w w Y
(6] o wv o

MORTALIDAD (%)
[ N
wul o

=
o

INHIBIDORES

m PKI = CONTROL

H-89 12,8+3,2 33+2 p<0,001
CHE 13,843 17,743 n.s.
GEN 10,5+3,4 35,5%4,5 p<0,001

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos
obtenidos en tres experiencias diferentes * el error estandar de la media.
NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05 **<0,01 ***<0,001

FIG. 4.3 Los resultados evidencian que, en comparacion con el control, el tratamiento
exclusivamente con los inhibidores H89 (50nM) y Genisteina (50uM) producen un significativo
efecto citotdxico sobre las células tumorales de la linea MDA. Este efecto no se observa de forma
significativa tras el tratamiento con Chelerythrine 1,3uM.
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TRATAMIENTO CON ODN

MORTALIDAD (%)
w
o

MCF-7 MDA

m ODN 48h m CONTROL

MCF-7 93,8 45,5+2,3 p<0,05

MDA 20,614 58,313,1 P<0,01

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos
obtenidos en tres experiencias diferentes * el error estandar de la media.
NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05 **<0,01 ***<0,001

FIG. 4.4 El tratamiento aislado con los ODN (100nM) presenta un efecto citotéxico significativo
en ambas lineas celulares, en comparacién con los resultados tras el tratamiento con la
secuencia control (100nM).
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TRATAMIENTO CON siRNA

% %

70

60

w B (%)
o o o

MORTALIDAD (%)

N
o

10

o

MCF-7 MDA

W siRNA48h m CONTROL

MCEF-7 41+6 56+10 n.s.

MDA 480 702 p<0,01

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos
obtenidos en tres experiencias diferentes * el error estandar de la media.
NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05 **<0,01 ***<0,001

FIG. 4.5 Los resultados muestran que el tratamiento aislado con el siRNA especifico para
clusterina en una concentracién 200nM no aumenta de forma significativa, comparacién con el
control, la muerte de las células de la linea MCF-7. En el caso de la linea MDA-MB-231, dicho
efecto si es significativo.
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CLU-Gen 50 pM

CLU-H8950 nM

CLU-Che 1.3 pM

B-Actin

FIG. 4.6 El ensayo de Western-Blot a diferentes tiempos (0, 8, 24 y 48h) tras el tratamiento con
los inhibidores enzimaticos elegidos (Genisteina 100uM, H89 50nM y Chelerythrine 1,3 uM)
evidencia que la forma secretora de la clusterina (CLU-s) se sobreexpresa de forma mdaxima tan
pronto como tras 8h de tratamiento y que este efecto se mantiene después de las 48h en la
linea MDA.
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PM C  ODNch ODMNe M C  ODNcdu ODNc

MDA MCF-7

FIG. 4.7 La reaccidn de la retrotranscriptasa inversa muestra una fuerte disminucion del ARNm
de la clusterina tras el tratamiento con los ODN especificos de clusterina (ODNclu), en
comparacion con la expresién basal (C) y con el tratamiento con la secuencia control (ODNc).

PM: Peso Molecular.
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C siRNAc siRNA-CLU

CLUSTERINA

B-ACTINA

FIG. 4.8 El nivel de ARNm de clusterina tras su amplificacién mediante la técnica de RT-PCR
disminuye notablemente como muestra la electroforesis en gel de agarosa después del
tratamiento con el siRNA especifico para clusterina (siRNA-CLU), en comparacion con las células
cultivadas en medio normal (C) y el control positivo, B-actina.
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40
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MORTALIDAD (%)
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ENSAYO COMBINADO ODN CON
INHIBIDORES DE PROTEINAS QUINASAS

(6]

o

ODN 48h + H-89

ODN 48h + CHE

ODN 48h + GEN

B ODN-CLU = ODN-CONTROL

19,7+11,9

H-89 50nM 29,2+1,9 36+1,4 P<0,05
CHE 1,3uM 26%1,5 28,5%1 N.S.
GEN 50uM 27%1,8 29+2 N.S.

NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05

**<0,01

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos obtenidos en tres experiencias
diferentes + el error estandar de la media. El valor de p se refiere a los valores de las dos columnas previas.

***<0,001

FIG. 4.9 Los resultados muestran como el Unico tratamiento combinado con ODN-CLU (100nM)
que presenta un efecto significativo sobre la muerte de las células tumorales de la linea MCF-7,

en comparacién con el tratamiento con la secuencia control de ODN-CLU (100nM), es el

realizado junto con el inhibidor de proteinas quinasas H-89.
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ENSAYO COMBINADO ODN CON INHIBIDORES DE
PROTEINAS QUINASAS

50
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MORTALIDAD (%)

15
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]

ODN 48h + H-89

*

ODN 48h + CHE

Titulo del eje

ODN 48h + GEN

B ODN-CLU m ODN-CONTROL

H-89 20,5+2,1 41+1,8 p<0,01
MDA 12,1+11,8 CHE 30,7+1,7 47,3+7,5 p<0,05
GEN 27+1 49,7+4,3 p<0,001

***<0,001

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos obtenidos en tres experiencias
diferentes + el error estandar de la media. El valor de p se refiere a los valores de las dos columnas previas.
NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05 **<0,01

FIG. 4.10 Los resultados muestran como el tratamiento previo de las células de la linea tumoral
MDA-MB-231 con ODN-CLU (100nM) tiene un efecto significativo sobre la mortalidad, en
comparacion con el tratamiento con la secuencia control ODN (100nM) tanto para el inhibidor

de proteinas quinasas H-89 50nM, como para el Chelerythrine 1,3uM y la Genisteina 50uM.
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EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON ODN SOBRE LA
SENSIBILIDAD A IPK DE LA LINEA MCF-7

40
| .** '
H89 CHE GEN

® ODN-CLU+PKI m PKI

w
o

MORTALIDAD (%)
5 &G 8 &

(O]

H-89 36+1,4 49,414 n.s.
CHE 28,5+1 22,1+1,7 p<0,01
GEN 29+2 34,5%3,6 n.s.

NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05

**<0,01 ***<0,001

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos
obtenidos en tres experiencias diferentes * el error estandar de la media.

FIG. 4.11 Los resultados muestran como, en comparacion con el tratamiento exclusivo con los
inhibidores de proteinas quinasas H-89 (50nM), Chelerythrine (1,3uM) y Genisteina (50uM), el
tratamiento previo de la linea tumoral MCF-7 con ODN-CLU (100nM) en combinacién con el

inhibidor Chelerythrine aumenta de forma significativa la mortalidad celular.
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EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON ODN SOBRE LA

MORTALIDAD (%)

€]

SENSIBILIDAD A IPK DE LA LINEA MDA

* % *
50 "%
45
40
35
30
25
7.7
20
15
10
H89 CHE GEN

® ODN-CLU+PKI m PKI

H-89 41+1,8 33+2 p<0,01
CHE 47,3+7,5 17,743 p<0,01
GEN 49,7+4,3 35,5+4,5 p<0,05

NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05

**<0,01 ***<0,001

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos
obtenidos en tres experiencias diferentes * el error estandar de la media.

FIG. 4.12 Los resultados muestran como, en comparacion con el tratamiento exclusivo con los
inhibidores de proteinas quinasas H-89 (50nM), Chelerythrine (1,3uM) y Genisteina (50uM), el
tratamiento previo de las células de la linea tumoral MDA-MB-231 con ODN-CLU (100nM)
aumenta de forma significativa la mortalidad.
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EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON siRNA SOBRE LA

SENSIBILIDAD A IPK DE LA LINEA MCF-7

* * %
H89 CHE GEN

W siRNA-CLU+PKI  m PKI

MCF-7

H-89 49,414 57,2+1,04 p<0,05
CHE 22,1+1,7 32,71 p<0,001
GEN 34,5%3,6 51,2+2,17 p<0,01

experiencias diferentes + el error estandar de la media.

NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05

**<0,01 ***<0,001

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos obtenidos en tres

FIG. 4.13 Los resultados evidencian que el tratamiento previo de las células de la linea tumoral
MCEF-7 con siRNA para clusterina 200nM tiene un efecto citotdxico significativo en comparacion
con el tratamiento exclusivamente con los inhibidores H-89 50nM, Chelerythrine 1,3uM y

Genisteina 50uM.
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EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON siRNA SOBRE LA
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I

H-89 33+2 44,2+2,6 p<0,01
CHE 17,713 40+2,6 p<0,001
GEN 35,5%4,5 56,25 p<0,01

experiencias diferentes + el error estandar de la media.

NIVEL DE SIFNIFICANCIA: *<0,05

**<0,01

***<0,001

Los resultados representan la media, expresada en forma de porcentaje, de los recuentos obtenidos en tres

FIG. 4.14 Los resultados evidencian que el tratamiento previo de las células de la linea tumoral

MDA-MB-231 con siRNA para clusterina 200nM tiene un efecto citotdxico significativo en
comparacion con el tratamiento exclusivamente con los inhibidores H-89 50nM, Chelerythrine
1,3uM y Genisteina 50uM
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

LAS MODIFICACIONES POST-
TRANSDUCCIONALES, como la fosforilacion
reversible por accion de las proteinas
quinasas, constituyen un proceso
fundamental en la regulacién de la actividad
de las proteinas, pudiendo afectar a un 3%

de todas las proteinas celulares.

LAS PROTEINAS QUINASAS tienen una
amplia variedad de sustratos, desde
proteinas estructurales, hasta enzimas
metabdlicas, reguladoras del ciclo celular y
factores de transcripcion, por lo que, junto
con las proteinas fosfatasas, forman parte
activa en las principales rutas metabdlicas
de las células controlando procesos tales
como la proliferacion, diferenciacion,
supervivencia  celular, migracion o
angiogénesis. [1]

EN LOS ULTIMOS ANOS, distintos estudios
han puesto de manifiesto que diferentes
tipos de cancer tienen una base molecular
comun, que afecta de algin modo a la
actividad normal de las proteinas quinasas.
Como resultado, estos fallos originan una
transmisién anormal de las sefiales, y la
desregulacion de los procesos

anteriormente mencionados. [2-3]

EN LA ACTUALIDAD, las estrategias
convencionales en el tratamiento del cancer
se basan en la combinacién de cirugia,
radioterapia y quimioterapia. No obstante,
esta base molecular comun a distintos tipos
de cancer, con una proteina quinasa
disfuncional, ha provocado que en los
ultimos afios los esfuerzos se centren en el
desarrollo de inhibidores especificos para
estas enzimas como base de nuevos
tratamientos. [4]
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ESTAS LINEAS DE INVESTIGACION se basan
en el hecho de que, al tener un ancestro

comun, todas las proteinas quinasas tienen
el mismo mecanismo catalitico que incluye
un sitio de unidn de la proteina sustrato, un
sitio de unién para el ATP y un sitio de
catdlisis de la reaccién de fosforilacion [5] y
en que el grado de conservacidn de los sitios
de unidn del ATP en las diferentes proteinas
guinasas no es absoluto, siendo posible el
desarrollo de sustancias altamente
selectivas.

EL RASTREO DE GRANDES COLECCIONES de
sustancias quimicas naturales o sintéticas
estd dando como resultado el hallazgo de
distintas sustancias que se unen al sitio de
unién de las proteinas quinasas con una
afinidad y especificidad mucho mayor que
el ATP. Tras comprobarse tanto en estudios
in vivo como in vitro su efecto citotdxico e
inhibidor del crecimiento celular, estas
sustancias se han convertido en la base de
nuevos tratamientos para diversos tipos de
cancer.

PARA EL PRESENTE ESTUDIO, se eligieron el
H-89, la Genisteina y el Chelerythrine por
presentar diferentes puntos de accion
dentro de las rutas metabdlicas de las
proteinas quinasas. Asi, mientras el
Chelerythrine es un inhibidor de Ias
isoformas Ay B de la proteina quinasa C (PK-
C) [6], H89 es un inhibidor de varios
miembros de la proteina quinasa A (PK-A)
en un proceso que a fecha de hoy no estd
demasiado claro y por ultimo, la Genisteina,
inhibe la tirosina quinasa (TK). El efecto
significativo de estas tres sustancias sobre la
supervivencia y proliferacion de las células
tumorales estd avalado por los resultados



obtenidos en diversas publicaciones
cientificas. [6-11]

LAS PROTEINAS QUINASAS A PK-A incluyen
a una familia de serina/treonina quinasas
involucradas con la regulacion del
metabolismo del glucégeno, glucosa y
lipidos en un proceso dosis-dependiente de
AMPc. Cuando la concentraciéon de AMPc es
alta, cada una de las dos subunidades de la
PKA puede unirse a dos moléculas de AMPC,
lo que provoca un cambio conformacional
gue expone el sitio activo de la enzima. Este
sitio activo, en un proceso dependiente de
ATP, puede fosforilar a otras enzimas
sustrato con distintos resultados
dependiendo del tipo celular: desde la
vasodilatacion en los miocitos, hasta la
gluconeogénesis en los hepatocitos, lipolisis
en adipocitos. Las proteinas quinasas A que
se han relacionado con la inestabilidad
celular y la tumorogénesis estan localizadas
en el centrosoma y conllevan una
remodelacion anormal de la cromatina
durante la mitosis. Las proteinas quinasas A
también estdn involucradas con la
regulacién de la proliferacién celular ya que
interactuan con factores de transcripcion
como Raf-Ras que regulan la concentracion
de AMPc en el interior de la célula. Las
cascadas de PKA también son necesarias
para la correcta regulacion de la funcién de
las ciclinas. [12]

LA FAMILIA DE LAS PROTEINAS QUINASAS
C (PCK) incluye al menos 11 serina/treonina
proteinas quinasas relacionadas con la
proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular. Todos los miembros
de este grupo contienen un dominio
regulatorio terminal con un sitio COOH-
catalitico con capacidad de unién al ATP y al
sustrato asi como sitios de
autofosforilacion. [6]. La inhibicidon de las
proteinas quinasas por el Chelerythrine
induce la apoptosis por medio de Ia

5. DISCUSION DE RESULTADOS

activacion de la cascada de sefializacién de
las ceramidas, que incluyen la activacién de
una esfingomielinasa neutral, la
acumulacién de ceramida y la deplecién de
esfingomielina. Al contrario que otros
inhibidores de proteinas quinasas, el
Chelerythrine no inhibe otras quinasas ni
activa la fosfolipasa D en |las
concentraciones a las cuales induce la
apoptosis, sino que inhibe de forma
altamente selectiva a las isoformas Ay B de
la proteina quinasa C en un proceso
independiente de ATP.

LAS TIROSINAS QUINASAS son un grupo de
mas de 100 enzimas que pueden fosforilar
un residuo de tirosina de una proteina
sustrato para su activacidon/desactivacion.
Algunas tirosinas quinasas actlan como
receptores de membrana, siendo parte
fundamental en la transmisién de sefiales
extracelulares hacia el citoplasma. La
Genisteina inhibe de forma eficaz las
tirosinas quinasas receptor. En el interior de
la célula, también se ha visto que pueden
inhibir a la ADN topoisomerasa Il asi como
la ruta de sefializacion B-1 del factor de
crecimiento de transformacion (TGF). [13]

LINEA MCF-7

LOS RESULTADOS DEL ENSAYO de
exposicion de las células tumorales de la
linea MCF-7 a los tres inhibidores de
proteinas quinasas a las dosis elegidas,
elegidos pone de manifiesto un significativo
efecto citotéxico del H-89 (50nM) y de la
GENISTEINA (50uM), no evidencidndose
dicho efecto en el caso de la exposicion al
CHELERYTHRINE (1,3uM).

LINEA MDA

LOS RESULTADOS DEL MISMO ENSAYO
realizado con la linea MDA evidencian un
significativo efecto citotdxico de los
inhibidores de proteinas quinasas H-89 y
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GENISTEINA, no demostrandose para el
CHELERYTHRINE.

AUNQUE LA INHIBICION SELECTIVA de las
proteinas quinasas C desencadena |Ia
apoptosis en la mayoria de las células de
mamiferos, aun se detectan diferencias en
la sensibilidad de distintos tipos celulares.

LA RESISTENCIA ENCONTRADA para ambas
lineas celulares frente al Chelerythrine
sugieren que en el caso de las lineas
celulares MFC-7 y MDA-MB-231, |Ia
proliferacién celular no depende de las
isoformas A o B de la proteina quinasa Cy si
de las tirosinas quinasas y proteinas
quinasas A. Este hallazgo esta apoyado por
los obtenidos por los ensayos realizados en
otros grupos de investigacion. [14]
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CABE ANADIR que el efecto citotéxico de la
Genisteina es dosis-dependiente, es decir,
que cuando se emplean dosis elevadas, se
inhibe el crecimiento de las células,
mientras que a dosis bajas se puede
estimular la proliferacién de células
tumorales de mama con receptores de
estrogenos (ERa-positive). [10]

CON EL FIN DE EVITAR este posible efecto
sobre la linea MCF-7, que es hormono
dependiente, en nuestros ensayos se
emplearon altas dosis de Genisteina. No
obstante, no podemos saber si esta
sustancia pudo activar de forma temprana
los receptores de estrogenos Era, afectando
de algin modo la expresion de la clusterina
y, por tanto, la supervivencia celular. [11]



LA CLUSTERINA es una proteina altamente
conservada en distintas especies y que se ha
detectado en una gran variedad de tejidos.
Se trata de una proteina multifuncional,
abarcando funciones en la célula tales como
el transporte lipidico, agregacién proteica,
adhesidn celular, cascada del complemento
y apoptosis. [15]

SE HAN IDENTIFICADO tres isoformas de la
clusterina cuya actividad estd relacionada
con la regulacion de la apoptosis celular: La
Isoforma 1, o isoforma nuclear CLUn; la
isoforma 2, o isoforma secretora CLUs y la
isoforma 11036, isoforma citoplasmatica o
CLUc. [16]

MIENTRAS QUE LA ISOFORMA SECRETORA
tiene una funcidon citoprotectora, las
isoformas intracelulares, esto es, la
clusterina citoplasmatica y la clusterina
nuclear promueven la muerte celular o
apoptosis. [16]

ESTA ACTIVIDAD ANTIAPOPTOTICA fue
puesta de manifiesto por nuestro grupo de
investigacion en el afio 2000, al encontrarse
una relacion directa entre la expresion de
clusterina secretora y la actividad
antiapoptética en el cancer de mama y
laringe. [17-18]

LA CLUSTERINA ES CONSIDERADA un
marcador tumoral con capacidad para
modular la supervivencia de la célula
cancerosa mediante la inhibicidn directa de
la apoptosis o por la activacién de factores
anti-apoptaticos.

ESTE PAPEL CITOPROTECTOR de |Ia
clusterina secretora se basa en la inhibicidn
de distintas rutas que activan la apoptosis
celular, tales como el bloqueo de la accidn
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de la proteina Bax sobre la membrana
mitocondrial, el secuestro de NF-kB en el
citoplasma para evitar la activacidon de los
genes regulados por NF-kBy la activaciéon de
varias rutas metabdlicas controladas por
proteinas quinasas y estrechamente
relacionadas con la angiogénesis. [19-24]

ASi, DADO QUE LA SOBREEXPRESION de la
clusterina  junto con su  funcidn
citoprotectora se relaciona estrechamente
con la progresion y resistencia de distintos
tipos de cancer, en los Ultimos afios se estan
desarrollando inhibidores especificos de
esta proteina para potenciar el efecto
citotéxico de la qguimioterapia
convencional.

ENTRE LOS INHIBIDORES especificos para
clusterina se encuentran el ARN de
interferencia pequefio, o siRNA, y los
oligonucledtidos antisentido, u ODN.

EN LAS CELULAS VIVAS NORMALES, las
moléculas de ARN de interferencia o RNAI,
del inglés RNA interference, son una
herramienta fundamental en la defensa de
las células contra las infecciones virales, ya
gue inhiben la traduccién y promueven la
destruccion de forma amplificada de las
secuencias de ARN bicatenario o dsRNA
double strand RNA virales. [24]

EN EL LABORATORIO, las moléculas de RNAi
se utilizan para inhibir de forma eficaz la
expresion de un determinado gen,
consiguiendo su silenciamiento.

EL MECANISMO DE RNA:i se inicia cuando,
tras la entrada de un dsARN en la célula, la
enzima DICER produce su fragmentacion y
degrada la hebra sentido e incorpora la
hebra antisentido al complejo RISC, que se
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encarga de localizar el ARNmM
complementario y degradarlo de forma

selectiva.

LA HEBRA ANTISENTIDO unida a una ARN-
polimerasa dependiente de ARN, puede
aparearse con un ARNm complementario y
servir de molde para la sintesis de una
nueva molécula de dsRNA.

DADO QUE ESTE PROCESO se realiza en
repetidos ciclos de degradacién especifica,
el resultado es el silenciamiento
amplificado de la expresion del gen
correspondiente, aunque en la mayoria de
los casos, el silenciamiento no es completo,
sino que el resultado es una reduccién de la
expresiéon o knock-down.

EN LOS ULTIMOS ANOS se han disefiado
RNAI para aproximadamente el 99% de los
genes que codifican para proteinas en
humanos y raton.

OTRO METODO EFICAZ para conseguir el
silenciamiento de un determinado gen
consiste en el uso de los ODN, cortas
moléculas de ADN de una sola hebra que
pueden hibridar con una Unica secuencia
diana de ARNm, promoviendo su
ARNasas
citoplasmdticas o incluso bloqueando la

degradacion por las

accion de los ribosomas, resultando en una
inhibicidn de su traduccién a proteinas. [26]
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TRATAMIENTO CON ODN

LOS ENSAYOS REALIZADOS evidencian que,
en comparacion con los resultados del
tratamiento con la secuencia ODN-control,
el tratamiento con ODN especificos para
clusterina inhibe de forma significativa la
supervivencia de ambas lineas celulares,
siendo ésta significancia mayor en el caso
de la linea MDA-MB-231.

TRATAMIENTO CON siRNA

EN COMPARACION con los resultados tras
el tratamiento con la secuencia control, el
tratamiento con siRNA especificos para
clusterina, Unicamente ejerce un efecto
citotoéxico significativo en la linea MDA-MB-
231.

LA MAYOR SIGNIFICANCIA en la mortalidad
de las células pertenecientes a la linea MDA-
MB-231, donde la clusterina se expresa de
forma constitutiva, se debe al bloqueo
especifico de la expresion de ésta proteina
y, por tanto, al bloqueo de su papel
citoprotector. [27]

EN EL CASO DE LA linea MCF-7, donde la de
la expresidon de la proteina clusterina es
inducida, presentando una baja expresion
de la misma en condiciones basales, este
efecto citotdxico es mucho menos
significativo.



LA CLUSTERINA se sobreexpresa como
respuesta inespecifica a diversas
condiciones de estrés celular como
guimioterapia citotodxica, radiacidon, exceso
de radicales oxigeno libre o carencia de
andrégenos o estrégenos, aumentando la
resistencia de la célula y su supervivencia.

[16]

ESTA INVESTIGACION pone en evidencia
por primera vez que los inhibidores de
proteinas quinasas Chelerythrine, H-89 y
Genisteina producen la misma respuesta en
las lineas tumorales de mama MDA-MB-231
y MCF-7, induciendo wun significativo

5. DISCUSION DE RESULTADOS

aumento en la expresién de la proteina
clusterina.

ESTOS DESCUBRIMIENTOS corroboran la
hipdtesis de que la clusterina secretora esta
implicada en la supervivencia celular dentro
de un medio hostil y que representa una
adquisicion fenotipica que facilita la
invasion local y la diseminacion de las
células tumorales, lo que puede explicar la
resistencia observada en los estudios in vivo
de las células tumorales de casos avanzados
frente a las terapias basadas
exclusivamente en quimioterapia
convencional. [17-18]
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LOS RESULTADOS CONSTATAN que segun lo esperado, tanto el tratamiento con ODN-CLU como
siRNA-CLU inhiben de forma eficiente la expresién de la proteina clusterina en ambas lineas
celulares.
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EN LOS ULTIMOS ANOS diferentes estudios
han confirmado un significativo aumento de
la mortalidad celular tras el tratamiento
combinado de ODN para clusterina junto
con otros tratamientos convencionales,
como en el caso del aumento de Ia
sensibilidad a la radioterapia en cancer de
prostata [28-29]; la reduccion en el
crecimiento tumoral y la regresidn vascular
responsable de la metastasis del carcinoma
de pulmén [30] o el incremento de la
apoptosis en lineas celulares de prostata y
cancer de vejiga con sobre-expresidon de
clusterina tras el tratamiento combinado de
radioterapia y ODN anticlusterina. [31-32]

LOS ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO con
siRNA también estan obteniendo resultados
significativos para aumentar el efecto de la
radioterapia, como en el caso de modelos
celulares de cancer de pulmén y mama. [33-
34]

DURANTE ESTE ESTUDIO se ha investigado
si la inhibicion de la clusterina mediante el
uso de ODN y siRNA puede aumentar la
sensibilidad de las células tumorales de
mama frente al tratamiento con inhibidores
de proteinas quinasas asi como las
combinaciones con mayor efecto citotéxico.

TRATAMIENTO PREVIO CON ODN-CLU

LOS ENSAYOS REALIZADOS CON LA LINEA
MDA-MB-231 confirman que el tratamiento
previo con ODN-CLU aumenta de forma
significativa la sensibilidad de las células a
los inhibidores Chelerythrine, H-89 'y
Genisteina. Los resultados del ensayo
realizado comparando el efecto del
tratamiento previo con ODN-CLU u ODN-
control corroboran que este efecto

sensibilizante se debe al bloqueo especifico
de la proteina clusterina.

ESTE HALLAZGO concuerda con los
obtenidos en otras investigaciones, en las
que se establece que el tratamiento
combinado de oligonucleétidos antisentido
o de siRNA anti-clusterina junto con
quimioterdpicos citotdxicos tiene un efecto
antineopldsico mdas potente que el
producido por el uso exclusivo de la
guimioterapia.[35-38]

POR OTRO LADO, los resultados del mismo
ensayo realizado en las células de la linea
MCF-7, donde la clusterina no se expresa
tan activamente como en la linea MDA-MB-
231 no han sido tan significativos ya que,
aunque el tratamiento exclusivamente con
ODN-CLU si afecta de forma significativaa la
supervivencia celular, el tratamiento
combinado con los inhibidores de proteinas
resultados no

quinasas muestra

homogéneos.

LA MAYOR SENSIBILIDAD de las células
MDA-MB-231 puede explicarse por el hecho
de que exprese la proteina clusterina de
forma constitutiva. Asi, al disminuir la
expresion de ésta proteina y su accién
citoprotectora, se aumenta la sensibilidad a
los citotodxicos.

TRATAMIENTO PREVIO CON siRNA

LOS RESULTADOS hacen patente que el
tratamiento previo de ambas lineas
celulares con SsiRNA especificos para
clusterina aumenta de forma significativa la
sensibilidad de ambas lineas celulares
frente a la accidn citotdxica de los tres
inhibidores de proteinas quinasas elegidos,
Chelerythrine, H-89 y Genisteina.
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EL MAYOR EFECTO sensibilizante
ocasionado por el pretratamiento con
siRNA, y que afecta a ambas lineas
celulares, puede deberse a su efecto de
silenciamiento amplificado en comparacién
con el mecanismo de silenciamiento llevado

a cabo por los ODN.
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LA SENSIBILIZACION DE LAS CELULAS a la
apoptosis debida a la inhibicidn especifica
de la clusterina, viene a confirmar que la
clusterina tiene un efecto citoprotector en
las células tumorales de mama asi como el
importante  papel de la terapia
anticlusterina en el tratamiento de los
carcinomas que expresan principalmente
dicha proteina, como en el caso de las

células de la linea MDA-MB-231. [17,36-40]
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6. CONCLUSIONES

La supervivencia y proliferacion de las células tumorales de las lineas MDA-MB-231 y MCF-7
parece estar mas relacionada con las tirosinas quinasas y proteinas quinasas A, siendo menos
dependiente de las isoformas A y B de la proteina quinasa C.

La proteina clusterina juega un papel citoprotector que aumenta la supervivencia de las células
tumorales que expresan de forma constitutiva de esta proteina.

La expresion de la proteina clusterina en las células tumorales de mama, tanto en las que

expresan la misma de forma constitutiva como en las que no, se ve incrementada tras su
exposicion a agentes citotdxicos como una respuesta adaptativa a un medio hostil que mejora
su supervivencia.

La inhibicion previa de la expresion de la proteina clusterina aumenta la sensibilidad de las
células tumorales de mama frente a la accidn citotéxica de los inhibidores de proteinas quinasas.
El efecto sensibilizante provocado por los siRNA es mayor que el provocado por los ODN.

El tratamiento combinado de inhibidores de proteinas quinasas junto con inhibidores de
clusterina puede suponer una estrategia novedosa y prometedora en casos de resistencia de las
células tumorales de mama a las terapias convencionales.
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