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1. RESUMEN

La proteina proapoptotica Par-4 fue identificada por primera vez en células cancerosas
que experimentaban apoptosis. De especial interés es el hecho de que en estas células su
localizacion nuclear es suficiente para inducir apoptosis en ausencia de estimulos
secundarios. Ademas, estudios recientes consideran a Par-4 como un supresor de tumor;
ya que la pérdida de su expresion podria ser un evento clave durante la carcinogénesis
debido a que existe una relacion entre la baja expresion de Par-4 y el cancer. Por tanto
consideramos la posibilidad de que Par-4 pudiera encontrarse bajamente expresada en
cancer de mama ya que no ha sido reportada esta proteina en esta neoplasia, razon por la
cual analizamos su expresion en muestras de pacientes diagnosticadas con cancer de
mama, de buen y mal prondstico, lesiones benignas y tejido normal de mama, si habia
relacion entre los niveles de expresion y su pronostico.

Se analizd su expresion mediante inmunohistoquimica, evaluandola en forma
semicuantitativa y cuantitativa (intensidad en programa de andlisis de imagen). Ambas
formas de medicion fueron homogéneas (P> 0.05) y ambos métodos revelaron que no
hubo una expresion significativa de Par-4 en las muestras de tejido sano de mama. Las
lesiones benignas y neoplasicas mostraron una intensa expresion de la proteina,
confinada en su mayoria a células epiteliales y su localizacion fue predominantemente
nuclear en ambos tipos celulares siendo las células ductales las que mostraron mayor
intensidad de expresion en comparacion con las células mioepiteliales, con tincion de
estroma no apreciable. El hallazgo mas notable es que en el grupo de mal prondstico
hubo una disminucioén significativa (P> 0.05) en el nivel de expresion en comparacion a
los grupos de lesiones benignas y de mal prondstico. En conclusion mostramos aqui por
primera vez que la disminucion en el nivel de expresion de Par-4 en cancer de mama
podria estar relacionado a un pronoéstico desfavorable.



ABSTRACT

The proapoptotic protein Par-4 was discovered for the first time in cancer cells
undergoing apoptosis. Interestingly nuclear localization of Par-4 is sufficient to induce
apoptosis in cancer cells in absence of additional stimuli. Also, recent studies support the
idea that Par-4 acts as a tumor suppressor indicating that it’s lost is a key event in
carcinogenesis due the relationship of its downregulation and cancer. Thus we
considered that Par-4 could be downregulated in breast cancer because there aren’t
previous works of this protein in this disease, that’s why we analyzed it’s expression on
mammary tissue of healthy patients, patients diagnose with benign lesions and with
breast cancer of good and bad prognosis and if there exist a relationship whit the levels
of Par-4 and survival. Immunohistochemistry was used to determine Par-4 expression
and was measured by quantitative and semiquantitative (Image analysis software)
methods. Both methods show homogeneity (P> 0.05) and found no significant
expression of Par-4 in normal breast tissue. Benign lesions and breast cancer tissue
showed strongly nuclear expression of Par-4 predominantly in epithelial cells especially
on ductal cells and a lower expression on myoepithelial cells with no appreciable
stromal staining. The most exciting finding was that a significative (P> 0.05) reduction
on the levels of Par-4 were detected on the group of patients with bad prognosis
compared with those patient with benign lesions and the group of good prognosis. In
conclusion we show for the first time that a reduction of the expression levels of Par-4 in
breast cancer could be related to unfavorable prognosis.



2. INTRODUCCION

El cancer de mama se ha convertido en la neoplasia que mas frecuentemente afecta a las
mujeres en el mundo, se estima que 1 de cada 8 mujeres la padecera en el transcurso de
su vida y que 1 de cada 28 mujeres morira por esta enfermedad. En México hay Estados
donde el cancer de mama rebas6 al cancer cervicouterino como primera causa de muerte
en mujeres.

Una vez establecido el diagndstico de cancer de mama, los factores pronosticos y
predictivos ayudardn en la toma de decisiones sobre el manejo y tratamiento de la
enfermedad. Se reconoce como factor prondstico a cualquier pardmetro que se asocie
con una determinada supervivencia en ausencia de tratamiento adyuvante mientras que
los predictivos suministran informacion referente a la respuesta a la terapia. Los factores
prondsticos validados son pocos y no han aumentado en la ultima década. Se mantienen
como tales el estado de los ganglios axilares, el tamafio tumoral, el grado histologico y
nuclear, la edad y los receptores de estrogeno y de progesterona. En cuanto a los factores
predictivos validados solo se consideran significativos los receptores hormonales y el
Her-2/neu.

También se han mostrado alterados muchos otros oncogenes y genes supresores de
tumor en el cancer de mama, pero nada se sabe de la expresion de la proteina
proapoptotica Par-4, proteina que es esencial para el mecanismo de apoptosis. Su
sobreexpresion ectOpica sensibiliza a las células a la apoptosis mediada por gran
variedad de estimulos y agentes apoptoticos. De especial interés es el hecho de que la
localizacion nuclear de Par-4 en células cancerosas es suficiente para inducir apoptosis
en ausencia de estimulos secundarios. Ademads, estudios previos indican una relacion
entre la baja expresion de Par-4 y el cancer, ya que se ha encontrado escasa o nula
expresion en cancer renal, pancreatico, nasofaringeo, endometrial, pulmonar, en
neuroblastoma, leucemia linfocitica aguda y leucemia mieloide cronica; considerandose
por esto a Par-4 como un supresor de tumor, ya que la pérdida de su expresion podria ser
un evento clave durante la carcinogénesis. Este argumento es respaldado por estudios en
ratones nulos de Par-4 que mostraron una mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores
espontaneos. Por tanto consideramos la posibilidad de que Par-4 pudiera encontrarse
bajamente expresada en cancer de mama y que este nivel de expresion se relaciona con
un pronostico desfavorable; convirtiendo a Par-4 en un biomarcador potencial, util en la
valoracion pronostica de los pacientes con cancer de mama; por lo cual analizamos su
expresion y localizacion celular en muestras de tejidos sanos y de tumores benignos y
malignos de mama y si su nivel de expresion se asocio con el prondstico de los
pacientes.



3. HIPOTESIS

El nivel de expresion de Par-4 en cancer de mama se asocia al prondstico.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar si el nivel de expresion de Par-4 en cancer de mama se asocia con el
prondstico.

4.2 Objetivos particulares

1. Determinar la expresion de Par-4 mediante inmunohistoquimica en tejido de
mama embebido en parafina proveniente de biopsias correspondientes a
tejido normal, tumores malignos y benignos.

2. Determinar los tipos celulares que expresaron Par-4 en tejido de mama y la
localizacion subcelular de la proteina.

3. Evaluar mediante métodos semicuantitativos y cuantitativos el nivel de
expresion de Par-4.

4. Determinar si el nivel de expresion se asocio al pronodstico de los pacientes
con cancer de mama.



5. ANTECENDENTES

5.1 Anatomia de la Glandula Mamaria

Los senos son organos en forma de pera, cuyo tamafio varia ampliamente entre
las mujeres, cada uno se sittia sobre los musculos del pecho que cubren las costillas.
Internamente se encuentran divididos en 15 a 20 secciones llamadas 16bulos, que a su
vez contienen muchos lobulillos més pequefios. Los lobulillos contienen grupos de
glandulas diminutas capaces de producir leche con el estimulo hormonal adecuado. La
leche fluye de los lobulillos al pezon por unos tubos delgados llamados ductos lactiferos.

El pezon esta en el centro de un area oscura de piel llamada la areola y cada
pezon tiene de 6 a 9 salidas de los ductos, los cuales son independientes unos de otros.
Los espacios entre los lobulillos y los conductos estan llenos de tejido adiposo. Fig 1. El
seno también tiene tejido conectivo; arterias, venas, nervios, ganglios y vasos linfaticos.

La mayoria de las venas pequefias del seno drenan hacia la vena interna mamaria
que es la mas grande que recorre el seno. Algunas otras drenan hacia venas que se

encuentran debajo de la axila o en las costillas. El sistema linfatico en el seno drena a los


http://www.cancer.gov/espanol/sabersobre/seno/page8#76
http://www.cancer.gov/espanol/sabersobre/seno/page8#75
http://www.cancer.gov/espanol/sabersobre/seno/page8#103
http://www.cancer.gov/espanol/sabersobre/seno/page8#5

ganglios linfaticos que se encuentran en la axila, hacia los ganglios linfaticos internos de

la mama, o hacia otros cercanos en las claviculas. (Spratt and Tobin, 1995)

Areala
Nipple

Collecting Pucts

T Farry Connective Tissuc

Figura 1. Anatomia de la glandula mamaria

5.2 Histologia de la Glandula Mamaria

El epitelio de la glandula mamaria se deriva del ectodermo; la primera
diferenciacion deriva en su distincion frente a otros tejidos epiteliales, como la piel,
foliculos u otros tejidos derivados. Esta diferenciacion ocurre en al menos dos etapas. La
primera inicia a los 10 dias de gestacion, con el establecimiento de las bandas mamarias;
dos lineas anchas derivadas del epitelio que recorren el eje antero-posterior,desplazadas
simétricamente. Estas bandas representan la primera evidencia morfologica del patron
mamario formandose y diferenciandose. La segunda etapa ocurre cerca del dia 11, con la
delimitacion de la region del pezon; el epitelio mamario forma un disco en forma de

lente que comienza asociarse con el mesenquima mamario condensado y subyacente. El

7



epitelio mamario continua creciendo hasta formar una yema mamaria en forma de bulbo,
la cual se alarga e invade el mesenquima condensado. La identidad celular del epitelio
mamario se establece firmemente desde la etapa de yema del dia 12.5 y se evidencia al
ser posible el transplante de una presunta glandula mamaria al almohadén adiposo y
regenera, por si mismo, las ramificaciones de los ductos. (Lewis, 2000)

En el ratén, la glandula mamaria aparece por primera vez en la etapa embrionaria
a lo largo de la banda mamaria; una linea gruesa del ectodermo que se extiende desde el
borde anterior hasta la yema posterior como un brote del epitelio que penetra el
mesenquima desde la base para formar un sistema ductal ramificado rudimentario. Este
rudimento permanece inactivo hasta la tercera semana de edad, cuando las hormonas de
la pubertad estimulan los ductos a invadir y ramificarse en el almohadén adiposo. En
esta etapa de desarrollo, es generalmente aceptado que la actividad de las células madre
se encuentra en las yemas del extremo terminal (TEBs) Fig 2. (Williams and Daniel,

1983)

Figura 2. Ductos de una glandula mamaria en desarrollo de un raton de 3 semanas donde se muestra que el
crecimiento comienza del pezon hacia el ganglio linfatico. Las yemas del extremo terminal (TEBs) forman

el comienzo de los ductos en desarrollo. Tomada de Smalley and Ashworth, 2003



Estas estructuras forman las puntas en crecimiento de los ductos en extension y
consisten de una masa de “células body” que estan rodeadas por una capa de “células
cap”. Se cree que, dado que los ductos se alargan y las TEBs se mueven hacia delante,
las células body dan origen a las células epiteliales luminales que forman la capa de
interna de los ductos y las células cap dan origen a las células mioepiteliales que forman
la capa de externa.

La apoptosis ocurre en el centro de la masa en desarrollo de las células body que
dan origen a las células luminales para generar el lumen ductal. Las células cap también
migran hacia la masa de células body y esto permite tener la idea de que las células cap
son células madre. Las TEBs y los ductos adyacentes en crecimiento, se ramifican a
través del almohadon adiposo hasta que llegan a los bordes. Los TEBs desaparecen y la
se coloca en su ciclo normal adulto. (Srinivasan ef al., 2003)

El epitelio mamario maduro de la rata consiste de dos poblaciones celulares; las
células luminales asociadas con células basales /mioepiteliales rodeadas de la membrana
basal que separa al epitelio del estroma. Las células luminales son cuboidales o células
en forma de columna que delinean los ductos y los alveolos y son responsables de la
secrecion de la leche. Los ductos primarios y secundarios, pueden estar compuestos de
varias capas de células luminales epiteliales, y se van volviendo menos a medida que se
incrementan las ramificaciones. La mayoria de los ductos terminales solo tienen una

capa de células luminales. Fig 3. (Sekhri et al., 1967)
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Figura 3. Ductos de la glandula mamaria en crecimiento en las yemas del extremo terminal (TEBs).
Tomada de Smalley and Ashworth, 2003

La interaccion de las células ductales luminales y la matriz extracelular (MEC) es
mediada por el mioepitelio, aunque algunas de las células luminales en los ductos
mamarios pueden alcanzar la membrana basal; las células alveolares mioepiteliales son
en forma de estrella y forman una estructura en forma de cesta alrededor del acino,
originando la exposicion de la mayoria de la superficie basal de las células luminales a la

membrana basal.

Las células mioepiteliales son alargadas y se encuentran formando una monocapa
bajo las células luminales. Son altamente contractiles y su ultraestructura es
reminiscente a las de musculo liso, incluida la expresion de actina, miosina y

endopeptidasa neutral.
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El uso del término basal para referirse a esta poblacion celular se tomo de un
articulo de Moll y sus colegas en 1982, quienes describieron las citoqueratinas (CK) que
expresaban. (Moll et al., 1982)

Fue reconocible por mucho grupos que las citoqueratinas de alto peso molecular
CKS5 y CK14 identificadas son también expresadas en las células basales del epitelio
estratificado y por ello se denominaron CK basales (las células luminales expresan CK
y CK18, ausentes en basales). (Nagle ef al., 1986)

Las células mioepiteliales se encuentran separadas permanentemente del tejido
conectivo por la membrana basal. Su capacidad para contraerse en respuesta a la
hormona oxitocina juega un papel fundamental en la salida de leche durante la lactancia.
Ademas la capacidad de estas células como supresoras de tumor han sido recientemente
revisadas. (Smalley and Ashworth, 2003)

El compartimiento estromatico estd compuesto ademas de otros elementos
celulares del mesenquima (adipositos, fibroblastos, células sanguineas, células
endoteliales, y células nerviosas) y elementos acelulares de la matriz extracelular
(laminina, fibronectina, coldgeno fibroso y no fibroso, proteoglicanos, etc.) que
influencian el desarrollo de la glandula mamaria y la diferenciacion en el desarrollo
embrionario, el crecimiento ductal postnatal, la morfogénesis en la ramificacion de los
ductos y la carcinogénesis, ademas de proveer el soporte mecanico del tejido. (Kass et

al., 2007)
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5.3 Patologias de la Glandula Mamaria

Las patologias de la mama se pueden clasificar en patologias benignas o
malignas, estas Ultimas frecuentemente denominadas carcinomas, debido a su origen

epitelial.

5.3.1 Enfermedades Benignas de la Mama

Las patologias benignas de la mama son las llamadas enfermedades
fibroquisticas, displasias mamarias o mastopatias benignas, las cuales refieren a un
rango de cambios en la mama, desde nodularidad clinica ciclica hasta la enfermedad
proliferativa y no proliferativa benigna que se observa en una biopsia. Los tumores
benignos son proliferaciones que presentan una morfologia similar a la mama normal
(no presentan atipias), con un aumento en el numero de acinos glandulares mamarios
(hiperplasia lobular) 6 de las células epiteliales de los conductos (hiperplasia ductal) o
ambos junto a una marcada fibrosis circundante (fibroadenoma) y no presentan
diseminacion a otras partes del cuerpo. (Renwick, 1976)

Las lesiones benignas comunmente diagnosticadas incluyen mastopatia
fibroquistica, fibroadenomas, ectasia ductal, papilomatosis, adenosis, metaplasia
apocrina, quistes con microcalcificaciones, hiperplasias ductales, e inflamacion.

(Fitzgibbons et al., 1998)

La mastopatia fibroquistica es la enfermedad benigna mas frecuente de la

glandula mamaria, el 50% de las mujeres en edad reproductiva la tienen en forma clinica
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y en el 90% hay cambios histopatoldgicos. Se manifiesta con dolor en los pechos
generalmente antes de la menstruacion. El diagndstico es fundamentalmente clinico,
auxiliado de ser necesario por los métodos paraclinicos como mastografia, ultrasonido,
aspiracion de los quistes, etc. El tratamiento de la mastopatia fibroquistica estd
encaminado a frenar el efecto estrogénico, la progresion de los fenomenos proliferativos

y revertir los cambios.

El fibroadenoma es un tumor benigno que ocupa el tercer lugar dentro de la
patologia mamaria solamente superado por la mastopatia fibroquistica y el carcinoma.
Haagensen da una relacion de un fibroadenoma por cada 4 carcinomas. Su origen se
relaciona con la estimulacion estrogénica de los tejidos mamarios. Responde al intenso
estimulo de crecimiento al que estd expuesta la mama durante el embarazo. Es un tumor
pequefio, indoloro, que generalmente se descubre en forma accidental. No es raro que
sean tumores multiples y bilaterales. Durante el embarazo y la lactancia puede sufrir
infarto espontdneo y necrosis. Clinicamente son tumores bien delimitados, redondos o
lobulados de consistencia elastica o de caucho, pétreo en la anciana (calcificaciones),
movil (esta es una de sus caracteristicas mds distintivas) y la edad de la paciente es
importante para el diagnostico. Mastograficamente la imagen de un quiste y la de un
fibroadenoma son similares. El ultrasonido mamario ayudard en el diagndstico

diferencial. El tratamiento es la escision.

El papiloma intraductal es un tumor que encuentra dentro de los conductos
mamarios y estd formado por células que provienen del revestimiento de un conducto

terminal de la mama; suele ser solitario y de crecimiento lento, se manifiesta por
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descarga serosa o sanguinolenta por el pezdn, espontanea y unilateral. El diagnostico
diferencial se hace con un cancer de mama, ectasia ductal o mastopatia fibroquistica.
Ante la sospecha clinica de un papiloma se hace citologia de la descarga. El tratamiento

es la extirpacion del conducto afectado.

La Ectasia ductal se refiere al bloqueo o taponamiento de un conducto mamario,
afecta cerca de una de cada cuatro mujeres cercanas a la edad de la menopausia. Puede
ser asintomatica o producir dolor en los pechos y presentarse con secrecion por el pezon:
que suele ser sucia, de color oscura aunque estas caracteristicas también se pueden dar
en el cancer. El tratamiento después de descartar que no se tenga cancer puede ser
médico o en algunos casos se realiza una cirugia pequena para retirar los conductos
mamarios.

El Tumor Filodes se consideraba un tumor maligno, tiene poca frecuencia, se
presenta como un tumor duro, movil, voluminoso, de rapido crecimiento con protrusion
de la piel, la cual es brillante y adelgazada llegando a observarse incluso una red venosa
superficial. A la palpacion son generalmente de tamafio grande, que pueden llegar a
ocupar la totalidad del volumen mamario, de consistencia dura eléstica, alternando con
areas renitentes, las cuales corresponden a zonas quisticas o zonas de hemorragia o
necrosis. Cuando es pequefio no puede distinguirse clinicamente de un fibroadenoma. Se
recomienda la extirpacién completa del tumor, incluyendo areas de tejido sano alrededor

del mismo, previa confirmacion histopatologica transoperatoria de benignidad.
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La adenosis esclerosante es una afeccion benigna en la que se encuentra un tejido
similar a una cicatriz en una glandula, puede ser necesaria una biopsia para determinar la

diferencia entre tejido normal o canceroso (Ernester, 1981)

Los diagndsticos histoldgicos de biopsias de mama de lesiones benignas son
comunes y han sido asociados con el futuro desarrollo de cancer de mama (CM).
(Dupont and Page, 1985; London et al., 1992) El Comité de Cancer del Colegio
Americano de Patélogos en 1998, clasifico al carcinoma ductal in sifu, carcinoma
lobulillar in situ y la hiperplasia atipica como factores moderados de incremento en el
riesgo del desarrollo de futuras neoplasias, mientras que el resto de las lesiones fue
clasificado como de bajo o nulo riesgo. (Hutter, 1986; Fitzgibbons et al., 1998)

Sin embargo, trabajos subsiguientes reportaron un incremento significativo en
estas categorias de bajo riesgo. (Wang et al., 2004) Posteriormente Hartmann y cols.
reportaron hallazgos que sugerian un riesgo incrementado persistente por al menos 25
afios de las mujeres diagnosticadas previamente con enfermedad benigna, en contraste
con los hallazgos previos, (Dupond and Page, 1989; Krieger and Hiatt, 1992) aunque no
se encontro riesgo incrementado especificamente en mujeres sin antecedente familiar y
hallazgos no proliferativos. (Hartmann et al., 2005)

En 2007 Ashbeck y cols. contribuyeron a incrementar la evidencia del riesgo de
desarrollar CM seguido de biopsia por una lesiéon benigna, incluyendo algunos
diagnosticos histologicos en ausencia de atipia. La hiperplasia atipica, la atipia citologica
y el carcinoma lobulillar in situ fueron asociados con un incremento elevado al riesgo de

desarrollo de CM consistente con la literatura existente. En cuanto a los grupos de bajo
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riesgo, mostraron una asociacion estadisticamente significativa al subsecuente desarrollo
de CM de casi el doble del riesgo experimentado por mujeres evaluadas mediante
mamograma. Las categorias que mostraron la asociacion mas alta incluyen la adenosis,
la metaplasia apocrina, calcificaciones y la hiperplasia ductal. Los fibroadenomas, la

inflamacioén y los quistes no mostraron asociacion. (Ashbeck et al., 2007)

5.3.2 Céncer de Mama
5.3.2.1 Epidemiologia

El CM es el tumor maligno mas frecuente en mujeres en el mundo. Representa el
19% del total de canceres diagnosticados en la mujer. (Ferlay et al., 2002)

La frecuencia de CM en M¢xico es mayor en los estados del norte y centro del
pais, donde el nivel socioecondmico y cultural de las mujeres es mas elevado. Esto ubica
al estado de Nuevo Ledn en segundo lugar después del Distrito Federal en cuanto a
mortalidad por CM. (Bigbee and Herberman, 2003) En México hay estados donde el
CM rebaso al carcinoma cervicouterino como primera causa de muerte en mujeres
(Rodriguez et al., 1999). Ademas es notorio el aumento en todo el mundo en la
frecuencia del CM y este aumento es mayor en paises desarrollados.

En Meéxico, el cancer afecta mdas frecuentemente a las mujeres (62.5%
comparado con 37.5% de los hombres). En el 2001 se informaron 102,657 casos de
cancer en el Registro Histopatologico de Neoplasias malignas, SSA. El CM represento

11,242 casos y ocupo el segundo lugar de los canceres en la mujer, con 17% del total. La
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tasa de mortalidad por cancer de mama se elevo en México a 13.6 por cada 100,000
mujeres entre 45 y 64 anos y la secretaria de Salud calcula un promedio de 21 afios de

vida productiva perdidos por cada mujer. (Bigbee and Herberman, 2003)

5.3.2.2. Etiologia

La etiologia del cancer de mama no es conocida, en numerosos estudios se
investigan los posibles factores para predecir y cuantificar el riesgo de padecer la
enfermedad, aunque en més del 80% de mujeres, esté aparece de manera esporadica sin
factores de riesgo que lo expliquen. Entre los factores de riesgo mas importantes y que
tienen un riesgo relativo (R.R) mayor a 4 se encuentran el ser mujer, la edad,
mutaciones genéticas, tener mas de un pariente de primer grado con CM, historia
personal de CM, densidad alta de la mama y diagnostico de hiperplasia atipica por
biopsia.

Entre los factores de riesgo con RR de 2.1 a 4.0 se encuentran tener solo un
pariente en primer grado con CM, haber recibido dosis altas de radiacion en el pecho y
alta densidad de huesos en la menopausia. En cuanto a los factores relacionados a las
hormonas circulantes y con una R.R de 1.1 a 2.0 se encuentra la edad del primer
embarazo a término, la menarquia temprana, la menopausia tardia, el ser nulipara, no
haber amamantado, el uso reciente de anticonceptivos o el uso prolongado de terapia de
reemplazo hormonal, y la obesidad post-menopausica. En este rango de RR pero
también entran factores como el antecedente personal de cancer de endometrio, de
ovario 0 de colon, el consumo de alcohol, tabaco, la estatura alta, el estatus

socioeconomico alto y la herencia judia. (Hulka and Moorman, 2001)
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5.3.2.3. Tipos de Céancer de mama

El CM humano es muy heterogéneo en su morfologia, respuesta a la terapia y al
curso clinico. Esta heterogeneidad se puede originar de las diferencias de las poblaciones
celulares y/o puede ser resultado de diferentes combinaciones de la activacion de
oncogenes y la pérdida de genes supresores de tumor. Tradicionalmente los patdlogos se
refieren a solo dos grupos de cancer de mama; carcinomas ductales invasivos y
lobulillares invasivos, sin embargo se demostré claramente que la mayoria de los
tumores no provienen del sistema ductal, sino de las unidades terminales ductales
l6bulo-alveolares (TDLUs) Fig 4; que son las estructuras en el seno humano
equivalentes a los alveolos secretores murinos, pero mas complejas, ya que poseen un
grado de organizacion superior y estan formados por alveolos agrupados alrededor de un
ducto distinto y de ramificaciones ductales laterales, ademas también poseen un estroma
diferente, formado por fibroblastos intralobulares, contrario a los fibroblastos
interlobulares del resto del tejido conectivo del seno. (Wellings, 1980)

Es generalmente aceptado que los CM son de origen clonal, pero el hecho de que
sean originados de una solo célula parece dificil de probar ya que se sabe que toda la
subunidad TDLU es clonal. (Diallo et al., 2001)

Aun asi, la evidencia actual apoya que la mayoria de los CM tienen fenotipo de
célula luminal ya que tiene la capacidad para secretar mucinas a la superficie luminal y
tienen ultraestructura de célula secretoria y conforman mas del 90% de los CM

humanos. (Streuli and Haslam, 1998)
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a Terminal ductal lobulo-alveolar unit

Lactiferous duct
Lactiferous sinus Duect Alveolus

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura de las células epiteliales en el seno humano y una
microfotografia de H&E del las unidades terminales ductales lobulo-alveolares (TDLUs). Tomada de

Smalley and Ashworth, 2003

5.3.2.4. Clasificacion del Cancer de Mama
El CM se clasifica de acuerdo a su grado de invasion en; carcinoma in situ y

carcinoma invasivo, y de acuerdo a su origen celular en ductal o lobulillar.

Carcinoma in situ
Esta forma de cancer es localizado y no representa un estadio invasor. Existen

tres subtipos principales de carcinoma in situ en base a su origen celular: carcinoma
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intracanalicular, carcinoma lobulillar in sifu y carcinoma papilar intracanalicular. Estos
se originan en la unidad lobulillocanalicular terminal.
Carcinoma invasor

Este crece en todas direcciones por lo que se puede infiltrar y fijarse a la fascia
profunda de la pared toracica, la piel sufre retraccion al igual que el pezon. Hay
invasion de los vasos linfaticos y ganglios provocando edema, engrosamiento y dolor
con eritema.
Dentro de este grupo existen cuatro subtipos:
Carcinoma lobulillar infiltrante
Comienza en las glandulas mamarias pero se puede extender y destruir otros tejidos del
cuerpo. Entre el 10% y el 15% de los tumores de mama son de este tipo. Este carcinoma
es mas dificil de detectarlo a través de una mamografia.
Carcinoma ductal infiltrante
Se inicia en el conducto mamario pero logra atravesarlo y pasa al tejido adiposo de la
mama y luego puede extenderse a otras partes del cuerpo. Es el mas frecuente de los
carcinomas de mama, se da en el 80% de los casos.
Carcinoma de paget
Es un tipo de carcinoma ductal, que crece en los ductos excretores principales y
compromete la piel del pezén y aureola donde provoca cambios edematosos.
Carcinoma medular
Es un tipo de carcinoma ductal poco frecuente, no llega al 1%. Es un tumor grande, bien

delimitado, blando y se considera de mejor pronostico que el ductal comun.
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5.3.2.5. Estadios del Cancer de Mama

El sistema TNM consiste en la evaluacion meticulosa del tumor primario, fue
creado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) para la estadificacion de los
tumores, logrando asi estandarizar la informacién acerca de que tanto se ha diseminado
un tumor. Es el sistema mas usado para describir los estadios del CM.

La estadificacion del CM puede ser basada en los resultados de un examen fisico,
biopsia y exdmenes de imagen, (llamado estadio clinico) o en los resultados de estos
mas los resultados de la cirugia (llamado estadificacion patoldgica). La estadificacion
descrita aqui es la patoldgica, que incluye los hallazgos encontrados después de la
cirugia, cuando el patdlogo analiza los tejidos de la mama y los ganglios linfaticos
cercanos. Este tipo de estadificacion es mas precisa que la estadificacion clinica, ya que
permite ver al médico de primera mano la extension del cancer.

El sistema de estadificacion TNM clasifica al cancer basado en los estadios T, N
y M; la letra T estadifica el tamafio del tumor y que tanto se ha diseminado entre el seno
y a los o6rganos cercanos, la N se refiere a la diseminacion a ganglios linfaticos y la M es
para la metastasis que se refiere a su dispersion a drganos distantes.

Una vez que las categorias del TNM se han determinado, esta informacion es
combinada en un proceso que se denomina agrupamiento de estadios. Los canceres con
estadios similares tendran una perspectiva similar y seran tratados de manera similar. El
estadio se escribe en numeros romanos del estadio I (el menos avanzado) al IV (el mas

avanzado) Fig 4. Y el cancer no invasivo es llamado estadio 0. La etapa del cancer es
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uno de los factores mas importantes en la seleccion de las opciones de tratamiento y el

mas significativo en la prediccion del pronostico.

Estadio 0 - cancer de mama no invasivo o in situ:
Carcinoma ductal in situ: Las células cancerosas estan localizadas dentro de un ducto y
no han invadido el tejido adiposo circundante de la mama.
Carcinoma lobulillar in situ: Las células anormales crecen dentro de los lobulillos, pero

no atraviesan las paredes de los mismos.

Estadio I: El diametro del tumor es 2 centimetros o menos y no se ha propagado

a los ganglios linfaticos de la axila.

Estadio II: El tumor mide mas de 2 centimetros pero no mas de 5 centimetros, se
ha propagado a los ganglios linfaticos debajo del brazo en el mismo lado en el que se
encontrd el cancer, o ambos. Los ganglios linfaticos no estdn adheridos entre si a los

tejidos circundantes.

Estadio III: Se divide las IIIA y IIIB.
Estadio IIIA: El o los tumores miden mas de 5 centimetros de diametro, se han
propagado a los ganglios linfaticos (que estan adheridos entre si o al tejido circundante)

0 ambas situaciones estan presentes.
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Estadio IIIB: En esta etapa se incluye el cancer de mama de cualquier tamafo
que se ha propagado a la piel, a la pared del torax o a los ganglios linfaticos mamarios

internos (ubicados debajo de las mamas y dentro del torax)

Estadio IV: Independientemente de su tamafio, se ha propagado a lugares
distantes, como huesos o pulmones, o a los ganglios linfaticos alejados de la mama

(ACS, 2007-2008).

Estadio 0 Estadio |l Estadio ll

{:] T1,N0O, MO {:|

Tis, N0, M0 T0,N1, M0
T1,N1, M0
T2, N0, M0
T2,N1, M0

T3, N0, MO

Estadio lll B/C Estadio IV

T

T4,N0-2, MO

M T0-4,NO-3, M1
T0-4, N3, MO \

Figura 5. Estadios del cancer de mama
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5.3.2.6. Tratamiento del Cancer de Mama

El tratamiento del CM depende del tamafio, ubicacion, estadio, grado, estado
hormonal y de la presencia de mutaciones en el tumor, si este se ha diseminado o no,
ademas dependera del estado general de salud del paciente, su edad y su estado de
menopausia. (Hortobagy et al., 1998)

La cirugia permanece como tratamiento de primera linea en el cancer temprano,
aproximadamente el 40% de los pacientes seran curadas pero no hay manera de predecir
si tendran o no una recaida. (Murphy, 1998)

La radioterapia en CM esta claramente definida como posterior a la cirugia, después de
esta, otras modalidades terapéuticas como quimioterapia y terapia endocrina pueden ser
recomendadas como adyuvantes. (Rubioa et al., 1998)

La quimioterapia consiste en el uso de medicamentos que evitan la proliferacion
de células cancerosas mediante la eliminacion de las células o evitando su
multiplicacion. Entre las principales familias de quimioterapéuticos empleados en el CM
se incluyen alquilantes como la ciclofosfamida (C), los antimetabolitos como el 5-
fluoracilo (F), metotrexato (M), antibidticos como la doxorubicina (A), epirubicina (E) y
los inhibidores de la mitosis como el paclitaxel (P). (Salmon et al., 2006) Los esquemas
mas comunes de tratamiento son; CMF, CAF, AC, ACP, A seguida de CMF ¢ CEF.
(Goldhirsh et al., 2005)

Desde 1896 cuando Sir George Beatson demostré que la ovariectomia induce
regresion de los tumores mamarios en las mujeres, el objetivo de la terapia endocrina en
el CM ha sido depletar el cuerpo de estrogenos. A diferencia de la quimioterapia, la

terapia endocrina no es toxica y por ello es mejor opcion y se tolera mejor por las
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pacientes. Es administrada a pacientes con receptores hormonales positivos para
estrogeno o progesterona o bien que tenga positivos uno de los dos.

La secuencia preferida de tratamiento en pacientes premenopausicas e€s un
agonista de los estrogenos como el tamoxifeno seguido de un inhibidor de aromatasa
como el letrozol, anastrozol o el exemestano y luego una progestina combinandolos con
un andlogo de hormona liberadora de gonadotropina como el leuprolide o el goserelin.
(Murphy, 1998) En pacientes post-menopausicas el tamoxifeno continua siendo el
farmaco de primera eleccion pero se ha encontrado asociado con un incremento en la
deteccion de cancer de endometrio. (Slamon et al., 2006)

La terapia bioldgica se refiere al uso de anticuerpos monoclonales actian contra
las proteinas que estdn presentes en cantidades inusualmente grandes en las células
tumorales, ejemplo de ellos el Trastuzumab aprobado para el tratamiento de CM en
tumores que sobreexpresan HER-2/neu y el Bevacizumab que actia bloqueando el

VEGF y por tanto la angiogénesis. (Dowsett, 2001)

5.3.2.7. Factores Prondsticos del Cancer de Mama
Una vez establecido el diagnostico de CM, los factores pronostico y predictivos
ayudaran a la toma de decisiones sobre el manejo y tratamiento de la enfermedad. Un
biomarcador pronodstico implica una asociacion con un intervalo libre de enfermedad o

con una supervivencia media en ausencia de un manejo sistémico, en tanto que uno
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predictivo conlleva una asociacion con respuesta o falta de respuesta a un tratamiento en
particular. (Bonadonna, 1999)

Dentro de los factores prondsticos bien respaldados en la literatura se encuentran:
el estado de los ganglios axilares, el tamafio tumoral, tipo tumoral, la edad y los
receptores de estrogeno (RE) y de progesterona (RP). Los factores predictivos validados
son menos; solo se consideran significativos los RE y RP. Con estudios adicionales y la
estandarizacion de los métodos de laboratorio, el Her-2/neu podria afiadirse pronto a los
factores pronosticos y predictivos validados. (Dominguez ef al., 2001)

El nimero de ganglios axilares positivos se asocia con supervivencia, recidiva,
velocidad de la misma y fracaso del tratamiento. Sin evidencia de metéstasis
ganglionares la supervivencia a los 5 afos es del 87%, con 1 es de 75%, con 1-3 es de
64.5% y con 4 6 mas de solo el 34%.

El tamafio tumoral es el didmetro del tumor medido en dos dimensiones tomando
en cuenta la mayor y se relaciona directamente con la posibilidad de metastasis
ganglionares axilares. Asi un tumor de lcm o menor tiene el 26% de posibilidad de
desarrollar metéstasis y uno de mds de 10 cm tiene hasta el 78% de desarrollar
metastasis.

En cuanto al tipo tumoral; los medulares, tubulares, mucinoso y adenoide se
asocian a buen pronostico mientras que los poco diferenciados como el anillo de sello,
carcinoma inflamatorio y los carcinosarcomas son mas agresivos, asi por ejemplo el tipo

inflamatorio tiene solo un 11% de supervivencia a 5 afios.
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Dentro de las caracteristicas del paciente significativas la edad es la tnica
validada, las mujeres de menos de 35 afios de edad tienen mas probabilidad de que a su

enfermedad se le asocien factores prondsticos negativos. (Hurtado et al., 2004)

5.3.2.8. Marcadores Moleculares
Ademas de los factores prondsticos clasicos en el CM algunos marcadores moleculares
han sido asociados a determinados prondsticos y se revisan de manera rutinaria en la
practica clinica. (Ross et al., 2003) Entre los marcadores moleculares pronosticos de CM
analizados mediante inmunohistoquimica se encuentran Ki 67, p53, la sobreexpresion
del RE, RP y de Her-2/neu. Ademas de estos existen muchos otros de los cuales se han
publicado resultados positivos, haciéndolos prometedores para el futuro, sin embargo
estan lejos de ser de utilidad clinica en la actualidad y su validacion requiere estudios

adicionales. (Beenken and Bland, 2002)

Receptor de Estrogeno

El RE es el marcador molecular que se determina comiinmente en los centros de salud,
clasificando a los carcinomas mamarios en RE-positivos y RE negativos. Los
estrogenos controlan la proliferacion celular en el epitelio mamario normal y
transformado, modulando la expresion de genes involucrados en la respuesta hormonal.
(Altuci et al., 1996) El RE regula la expresion de genes involucrados con la

proliferacion y muerte celular, tales como myc, VEGF, Bcl-2, IGFR1, IRS1, TGFa y
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ciclina D1. (Osborne and Schiff, 2005) RE se encuentra expresado en un 70-80% de los
tumores mamarios. Los pacientes con tumores RE positivos presentan una respuesta

superior al 50% a la terapia endocrina. (Altuci ef al., 1996)

Receptor de Progesterona

El 45% al 60% de los cénceres de mama primarios y metastasicos expresan RP. La
presencia de RE y RP aumenta la probabilidad de respuesta a los tratamientos
hormonales. Entre el 55% y el 80% en pacientes con RE positivo carecen de la
expresion de RP y se asocia con un peor prondstico. Hoy dia los RE y RP son
considerados como indicadores pronosticos independientes e indispensables. (Huan et

al., 1997)

Her-2/neu

El gen c-erb-B-2 (Her-2/neu) es un proto-oncogén que codifica una proteina
transmembranal de 185 kDa, homologa al receptor proteico del factor de crecimiento
epidermal, el cual posee actividad intrinseca de tirosina cinasa. (Shin et al., 1981;
Slamon et al., 1989) Her-2/neu se suele activar por amplificacion génica, los tumores
que poseen esta amplificacion también tienen un incremento en los niveles de la proteina
c-erb-B-2 y por lo tanto una mayor estimulacién celular. (Resse et al., 1997) La
amplificacion del gen Her-2/neu o su alta expresion son evidentes en un 20 a 30% en
CM primarios y es correlacionado con el incremento en la tumorogenicidad, invasion
tumoral e incremento del potencial metastatico, ademas de la induccion de la resistencia

al cisplatino (Pietras et al, 1994), ATRA (Siwak et al., 2003), doxorubicina, taxol
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(Baselga et al., 1998) y al TNF e inclusive a radiaciones ionizantes (Liang et al., 1989),
dando con ello un prondstico desfavorable. (Swiatoniowski et al., 2003) Her2/neu es
capaz de activar por via Akt la produccion de COX2 y disminuir el efecto apoptdtico

mediante la produccion de oxido nitrico. (Simeone et al., 2004)

Proteina p53

El gen p53 se localiza en el cromosoma 17 y se considera un regulador negativo del
crecimiento celular. Sus mutaciones constituyen la alternativa genética mas frecuente en
neoplasias malignas y se considera un factor de mal prondstico porque determina la
pérdida de la funcidn supresora, activacion del crecimiento celular y aumento del riesgo
de progresion de la neoplasia. En CM, se observa mutado e inactivado, ademas de que la
proteina mutada se encuentra acumulada debido a que es sumamente estable y actia
como reguladora negativa de la p53 tipo silvestre. Esta proteina se observa mutada en el
30% de los CM y dicta mal prondstico pues se asocia a un fenotipo mas agresivo y

recaida del cancer. (Elledge and Allred, 1994)

Antigeno Ki 67

El antigeno nuclear Ki67 identifica las células proliferantes dentro de un tumor, por
tanto cuanto mayor es su tamafio, mas agresivo es el tumor. La positividad mayor o igual
a 20% se asocia con un mal prondstico, Ki67 se correlaciona con el grado de
diferenciacion tumoral, invasion vascular, metéastasis en ganglios linfaticos y se
relaciona de forma inversa a la presencia de receptores hormonales. (Clark and
McGuire, 1999)
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5.4. Proteina Par-4

Par-4 fue clonada por primera vez en células cancerosas prostaticas de rata
independientes de andrégenos (AT-3) inducidas a apoptosis con Ionomicina. Mediante
la técnica de hibridacion diferencial se identifico a Par-4 como un miembro de un nuevo
conjunto de genes que son transcritos en respuesta a la elevacion del calcio. También se
ha observado la induccion de su expresion durante la involucion de la prostata ventral de
rata después de la castracion y esta induccion fue inhibida con el pretratamiento con
nifedepino (Sells et al., 1994) y con el tratamiento con testosterona.

Par-4 también ha sido inducida en modelos de cultivo celular solamente por
sefales apoptoticas y no por necrosis, arresto del crecimiento o estimulacion de suero.
Esta conservada en vertebrados y su expresion es ubicua en tejidos de ectodermo,
mesodermo y endodermo. Sin embargo estd ausente en tipos especificos celulares como
linfocitos, algunos tejidos de musculo liso, las células diferenciadas de los ductos de la
prostata, las células epiteliales de la glandula mamaria y las células terminales
diferenciadas de la retina, indicando con esto que durante la diferenciacion se pierde su
expresion. (Boghaert et al., 1997)

Aunado al hecho de que Par-4 es una proteina proapoptdtica, su expresion se
incrementa durante el desarrollo, en las células que estan muriendo, como las células de
la membrana interdigitante del embrion de raton y en la involucion de la cola del
renacuajo. Par-4 también desempefia un papel en el desarrollo neuronal, y un incremento
en sus niveles de expresion causa apoptosis y sirve al mantenimiento de un nimero de

neuronas en el sistema nervioso central. (EI-Guendy and Rangnekar, 2003)}
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El gen de Par-4 (PAWR) ha sido mapeado en el cromosoma humano 12q21,
(Johnstone et al., 1998) produce una proteina de 38 kDa formada por 322 aminoacidos
(aa). Cuenta con una variedad de dominios estructurales que aluden a su mecanismo de
accion. Par-4 tiene un dominio de zipper de leucina (ZL) de 42 residuos en su extremo
carboxilo terminal (C-ter), junto con una secuencia de exportacion nuclear (NES). En el
extremo amino terminal (N-ter) tiene dos secuencias de localizacion nuclear (NLS), las
cuales estan altamente conservadas entre especies. Ademas posee un numero de sitios
consensos conservados para la fosforilacion por parte de cinasas como PKA y PKC y un
sitio para la fosforilacion de Aktl. (Goswami ef al., 2005) La presencia de estos motivos
en la proteina sugiere que la funcion de Par-4 pudiera estar regulada por modificacion
postraduccional, localizaciéon celular y dimerizacién con otras proteinas. Fig 6.

(Ranganathan and Rangnekar, 2005)

F‘ﬁA Akt Leucine
4 zipper

Par-4 | —
SAC domain | —— E——

Figura 6. Representacion esquematica de varios dominios de Par-4 (aa 1-332) y su dominio SAC (aa 137-
95). Se muestran el sitio de fosforilaciéon por PKA y la sefal de localizacion nuclear (NLS), entre el
dominio SAC. El sitio de fosforilacion por Akt esta localizado fuera del dominio SAC. Tomada de Zhao et
al 2007.
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5.4.1. Papel Proapoptoético de Par-4

Esto ha sido bien estudiado en modelos de cultivo celular, los estudios de
sobreexpresion han revelado que un incremento en la actividad o en el nivel de Par-4 en
células normales o inmortalizadas produce una disminucion en el umbral a los estimulos
de muerte celular, por ejemplo a la falta de factores de crecimiento, elevacién de Ca*"
intracelular, radiacion UV y gamma, TNF-a, IFN-y, IFN-a y rayos X. Ademas Par-4
desempefia un papel esencial en la apoptosis iniciada por agentes como TRAIL,
Vincristina, Doxorubicina y radiacion.

En células transformadas, Par-4 es capaz de iniciar la muerte celular en ausencia
de estimulos secundarios, interesantemente las células oncogénicas son mas susceptibles
a la apoptosis inducida por Par-4. Esta habilidad de ejecutar apoptosis solo en células
cancerosas lo hace un arma potencialmente terapéutica. (Ranganathan and Rangnekar,

2005)

Bajo condiciones especificas la expresion enddgena de Par-4 es por si misma un
agente apoptotico poderoso. Par-4 también desempenia un papel fundamental en la
apoptosis neuronal y sirve para prevenir la hiperproliferacion del tejido nervioso, (EI-
Guendy and Rangnekar, 2003) esto es logrado mediante la distribucion asimétrica de la
proteina Par-4 durante la mitosis de los progenitores neuronales; las células hijas que
carecen de Par-4 se diferencian a neuronas, mientras que aquellas con altos niveles de

Par-4 se dirigen a apoptosis. (Bieberich et al., 2003)
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Esta funcion de Par-4 puede ser explotada durante los transplantes neuronales
para inducir apoptosis selectiva de células pluripotenciales y enriquecer de precursores
neuronales la poblacion de células madre de embrionarias. (Bieberich et al., 2004)

Par-4 también se ha visto involucrada en el desarrollo de desordenes
neurodegenativos, varios hallazgos sefialan que incrementa la apoptosis en neuronas
sanas. El primero es que se han encontrado niveles elevados de la proteina y su
mensajero en neuronas apoptoticas de pacientes, modelos animales y cultivos celulares
de enfermedades como Alzheimer, Parkinson, Corea de Huntington, Esclerosis
amiotrofica lateral, dafio isquémico en cerebro y accidente cerebrovascular. (El-Guendy
and Rangnekar, 2003; Mattson ef al., 1999) Segundo, se cree que facilita el desarrollo de
estas condiciones degenerativas al inhibir la toma de colina en la sinapsis colinérgica.
(Xie and Guo, 2004) Finalmente, también se ha reportado que Par-4 regula a la proteasa
que escinde el precursor de la proteina beta para generar el péptido AP, la proteina

patogénica clave del Alzheimer. (Xie and Guo, 2005)

5.4.2. Mecanismo de Apoptosis por Par-4
Par-4 pone en marcha el programa de muerte celular actuando a 2 niveles; el
primero mediante la activacion de los componentes moleculares de la maquinaria de la
muerte celular y el segundo a través de la inhibicion de los factores de supervivencia.
A la fecha Par-4 parece actuar mediante la via extrinseca permitiendo el trafico

de Fas y su ligando a través de la membrana plasmatica. Fas (CD95) al ser activado se
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trimeriza y forma un complejo con la proteina adaptadora FADD (Fas-associated dead
domain) y con la pro-Caspasa 8. Este complejo es llamado DISC (death-inducing
sefaling complex). La formacion del DISC permite la escision y activacion del
zymogeno pro-caspasa 8 a su forma activa. Par-4 transloca Fas y FasL a la membrana
plasmatica en el cancer independiente de androgenos, en donde la sobreexpresion de
Par-4 permite directamente la muerte, sin embargo, el mismo efecto no es observado en
las células cancerigenas dependientes de androgenos donde Par-4 solo las sensibiliza.
(Chakraborty et al., 2001)

Par-4 también desempefia un papel muy importante como antagonista de factores
de supervivencia y antiapoptodticos. Se ha visto que incrementa la actividad de caspasa 3
y la escision de PARP en lineas celulares de carcinoma nasofaringeo que fueron
inducidas a apoptosis y, su sobreexpresion en células malignas de LLA causa ademads de
lo anterior una reduccion en los niveles de expresion de Bcl-2. (Boehrer et al., 2001)

Uno de los factores anti-apoptoticos més importantes en la célula es el factor de
transcripcion NF-kB; un heterodimero que consiste de las subunidades p65 (RelA) y
p50. Este dimero se encuentra unido a la proteina inhibitoria IxB por lo que permanece
inactivo en el citoplasma, pero con las sefales apropiadas es fosforilado por IKK},
permitiendo la liberacion de NF-«xB y es translocado al nucleo donde se une al promotor
de genes blanco y regula la transcripcion. Uno de ellos es XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis) que impide la activacion de las caspasas efectoras y las que estan cascada
arriba. (Baldwin, 1996; Barkett and Gilmore 1999) Par-4 inhibe NF-xB en el nucleo
impidiendo su fosforilacion por IKKB o PKCy que de otra manera le conferiria la

maxima actividad a NF-kB. Ademas, interfiere la fosforilacion de IKKf al complejo IkB
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en el citoplasma, evitando también con esto la activacion de NF-xB. (Diaz-Meco et al.,
1999) Esta habilidad de inhibir factores de supervivencia podria ser esencial para su

funcion en la sensibilizacion de apoptosis. (Ranganathan and Rangnekar, 2005)

5.4.3. Antagonismo de Cancer por Par-4

Consistente con su papel en la apoptosis; Par-4 funciona como un supresor de
tumor y se encuentra bajamente expresado en una gran variedad de céncer como
carcinoma renal, neuroblastoma, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide
cronica (Barkett and Gilmore, 1999) tumores pancredticos, carcinomas nasofaringeos,
cancer de endometrio, renales y pulmon. (Ahmed et al., 2008; Lee et al., 2007, Moreno
et al., 2007, Cook et al.,1999; Joshi et al., 2008) Se ha reportado que el RNAm de Par-4
y su proteina se encuentran bajamente expresados mediante Ras oncogénico en una
variedad de tipos celulares a través de la via MEK-ERK. Esta baja expresion es
necesaria para Ras para iniciar la transformacion porque la sobreexpresion ectopica de
Par-4 en células transformadas por Ras impide la formacion de colonias en un ensayo de
agar suave (Boehrer ef al., 2001). Este efecto anti-transformante puede ser atribuido al
hecho de que Par-4 juega un rol en la regresion tumoral, por lo tanto, Par-4 es un
antagonista de la formacion y el mantenimiento del tumor (Qui ef al., 1999). Ademas en
de este mecanismo de silenciamiento génico se han identificado otros; como una
mutacion que introduce un codon de término en el exén 3 (Arg (CGA) 189 (TGA) stop)

del gen Par-4, la metilacion del promotor en tumores endometriales, (Moreno et al.,
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2007) mecanismos independientes de metilacion en carcinomas renales (Cook et
al.,1999) o modificaciones postraduccionales como inactivacion de la proteina via la
fosforilacion Aktl en cancer de prostata (Goswami et al., 2005) y nasofaringeo (Lee et
al., 2007). Los estudios en prostata indican que Aktl se une a Par-4 via su dominio ZL
y fosforila a Par-4, permitiendo con esto que sea sustrato de la chaperona 14-3-3. La
interaccion con 14-3-3 causa un secuestro de Par-4 en el citoplasma, aislando a Par-4 de
sus blancos en el nucleo y evitando con esto su potencial apoptético en estas células.
(Goswami et al., 2005)

También puede controlar metastasis al inhibir la migracion de las células de
melanoma B16F10 actuando como regulador negativo de la actividad de la cinasa PKC.
(Hanahan and Weinberg, 2002)

Por ultimo, en los estudios de ratones Knock out de Par-4 se encontré una mayor
susceptibilidad al desarrollo de tumores espontaneos en higado, pulmén y endometrio
ademas de neoplasias intraepiteliales prostaticas y un incremento en la incidencia de
tumores inducibles por hormonas o quimicos en la vejiga y endometrio. (Garcia-Cao et
al., 2005) Colectivamente estos datos validan a Par-4 en la intervencion terapéutica del

cancer. (Ranganathan and Rangnekar, 2005)
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5.4.4. Regulacion de la Funcion de Par-4

Es esencial para la célula regular la actividad de Par-4 y mantenerla en un estado
latente y activarlo solo cuando sea necesario. Uno de estos mecanismos de regulacion es
la compartamentalizacion; es decir Par-4 es translocado al nucleo antes de que la célula
sufra apoptosis, por lo tanto la inhibicion de la entrada al nucleo evita el potencial
apoptotico de Par-4. Como se menciono previamente, esta proteina contiene 2 sitios
NLS en el extremo N-ter, una mutante que carece de ambos NLS fue incapaz de
producir apoptosis y de entrar al nucleo, NLS1 no fue necesario para la entrada nuclear y
NLS2 es importante en la entrada nuclear. Consistente con estos resultados, en células
cancerigenas de prostata dependientes de androgenos (donde Par-4 no es capaz de
inducir apoptosis) Par-4 es predominantemente localizado en el citoplasma. En
contraste, la localizacidon nuclear es la norma en los canceres de células independientes
de andrégenos, asi como también en otras células, en donde Par-4 tiene un efecto letal.
El papel funcional de NES en el extremo C-ter aun no es elucidado. (Ranganathan and
Rangnekar, 2005)

Ademds hay datos que indican la presencia de Par-4 en los cuerpos PML
(cuerpos de leucemia promielocitica) del nicleo. Aunque la relevancia de esto no es aun
clara, es posible que el mecanismo apoptdtico resida especificamente en los cuerpos
PML. (Gurumurthy and Rangnekar, 2004) El control de la actividad de Par-4 no puede
ser explicado solamente por su localizacion, hay mecanismos adicionales mediante los
cuales su actividad es monitoreada.

Par-4 citoplasmatica es compaifiera de varias proteinas y muchas de sus funciones

pueden ser atribuidas a estas interacciones. Una de las mds importantes y mas
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extensivamente estudiadas es la cinasa PKCC. (Diaz-Meco et al., 1996) Par-4 se une a
PKCC( e inhibe sus principales funciones, entre ellas la activacion de NF-xkB. Ademas
otra proteina forma parte del complejo Par-4/ PKC{. Cuando p62 interactia con este
complejo, el efecto de Par-4 en la inhibicion de PKCC se pierde y como resultado se
tiene la supervivencia celular. (Chang et al., 2002) Otro compafiero importante es la
proteina del tumor de Wilms WT-1, un factor de transcripcion que posee dedos de zinc
y que puede actuar como inductor o represor de una gran cantidad de genes. Esta
proteina es expresada durante el desarrollo de rifidn, testiculos, ovario y desempefia un
papel importante en el desarrollo del tumor de Wilms. WT-1 induce la transcripcion de
la proteina anti-apoptotica Bcl-2, esta actividad transcripcional es inhibida cuando Par-4
estd unido a WT-1, asi se unen al promotor Bcl-2, inhibiendo su transcripcion y
promoviendo la apoptosis (Qiu et al., 1999).

Par-4 también se une a la cinasa ZIPK en los cuerpos PML, esta interaccion es
necesaria para la induccion de la apoptosis via ZIPK (Page ef al., 1999) porque Par-4
promueve las interacciones entre ZIPK y DAXX, quien es un regulador de la apoptosis.

Ademas Par-4 se acompleja con THAP-1, una proteina proapoptotica que esta
asociada con los cuerpos subnucleares PML. (Roussigne ef al., 2003) estas interacciones
de Par-4 con ZIPK, DAXX y THAP-1 funcionan para catalizar la apoptosis, y es
probable sean mediadas por el ZL de Par-4, esencial en la funcion proapoptotica de esta

proteina. (Sells et al., 1994)
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5.4.5. Apoptosis Selectiva de Células Cancerosas

Como se menciono antes, Par-4 causa la apoptosis selectiva de células
cancerosas, mas no de células normales o inmortalizadas, esta funcion selectiva no
requiere del dominio de ZL presente en el extremo C-ter (El-Guendy et al., 2003), de
hecho la funcién proapoptodtica de Par-4 esta localizada en el dominio central llamado
SAC (Selective Apoptosis of Cancer Cells). Esta region consta de los aa 137 al 195 y es
la mutante obtenida cuya secuencia fue la minima esencial requerida para realizar la
funcion apoptotica. Esta mutante de Par-4 es constitutivamente nuclear en células
normales y cancerigenas, pero solo causa apoptosis en las células cancerigenas cuando
es sobreexpresada. (Barradas et al., 1999). Esto permiti6 suponer que ademas de la
entrada al nucleo un evento de activacion presente solo en células cancerosas es
necesario para que Par-4 tenga todo su potencial apoptotico. Se creé que la fosforilacion
de Par-4 por PKA en el residuo T155 es necesaria para su activacion ya que ambos
eventos estdn presentes y activos en células que muestran sensibilidad a Par-4.
(Gurumurthy and Rangnekar, 2004) Para la actividad apoptdtica mediada por SAC no
son necesarias p53 ni PTEN, y esta accion apoptdtica no es inhibida por la
sobreexpresion de Bcl-2 ni Bel-xL (El-Guendy et al., 2003; Chakraborty ef al., 2001).

Ademas en contraste a Par-4, el dominio SAC carente del ZL, no se une a Aktl
ni es fosforilado por ella. Consecuentemente el dominio SAC representa, la unidad
minima funcional necesaria para la induccidon selectiva de apoptosis de las células
tumorales, pero no en células normales, y es un candidato ideal para la terapia
molecular. Mas aun, los ratones clonados que expresan constitutivamente el dominio

SAC mostraron tener un desarrollo y una duracion de vida normal asi como una

39



resistencia al desarrollo de tumores espontdneos, inducidos por oncogenes y al

crecimiento de tumores autoctonos. (Zhao et al., 2007)

5.4.6. Quimioprevencion para la induccion de Par-4

La quimioprevencion del cancer es definida como el uso de agentes naturales,
sintéticos o biologicos usados para suprimir, revertir o prevenir el proceso de
carcinogénesis que convierte un cancer en un fenotipo agresivo. La proteina Par-4 es una
proteina unica que induce apoptosis selectivamente de las células cancerosas. (Azmi et
al., 2008) El uso de agentes que logren inducir la expresion de Par-4 para promover la
apoptosis por si misma o incrementar la susceptibilidad de las células tumorales a los
agentes quimioterapéuticos podria ser de gran utilidad en la practica clinica. En este
respecto se encontré que Par-4 era sobreexpresado cuando se le administraba a pacientes
concentraciones suprafarmacologicas de NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory
drugs); que son inhibidores de COX como sulindac e inhibidores de COX-2 como NS-
398, SC-58125 y nimesulida.

Siendo que hay una relacion entre PB-catenina y COX-2 promoviendo la
sefalizacion de la supervivencia celular, la capacidad de los inhibidores de COX-2 para
inducir la apoptosis necesita mas atencion, especificamente si Par-4 es inducido
directamente como consecuencia de la inhibiciéon de COX-2, sugiriendo con esto que -

catenina y COX-2 inhiben la expresion endogena de Par-4, o si la induccion es generada
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de la accién de los inhibidores de COX-2 en otras vias de supervivencia. (Zhang and
DuBois, 2000)

También se encontr6 que se sobreexpresaba en lineas celulares de
adenocarcinoma de colon HT-29 en respuesta a la apoptosis inducida por el agente
polietilenglicol (PEG). Datos de modelos experimentales de cancer de colon sugieren
que PEG puede ser un muy buen agente quimiopreventivo por encima de los NSAIDs.
(Corper et al., 2000) PEG indujo unas 17 veces mas la expresion de Par-4, sugiriendo un
mecanismo potencial de PEG de apoptosis y quimioprevencion. (Roy et al., 2001)

Por ultimo la molécula B-DIM (3,3' diindolylmethane) ha mostrado reducir la
viabilidad e inhibir el crecimiento celular mediante la induccién de la apoptosis y el
incremento en la sensibilidad a las drogas al inducir la expresion de Par-4 en lineas
celulares de cancer pancreatico (L3.6pl y Colo-357) expuestas a Gemcitabina
convirtiéndolo en unos de los agentes quimiopreventivos mas recientemente probados

que logran inducir la expresion de Par-4. (Azmi et al., 2008)
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Grupo de Estudio

Nuestro material de estudio consiste de 71 muestras de tejido embebido en
parafina correspondientes a tejido tumoral y de autopsias obtenidas del archivo del
Departamento de Anatomia Patoldgica de la Unidad Médica de Alta Especialidad
UMAE No.25 IMSS y muestras de tejido benigno provenientes del Departamento de
Anatomia Patologica del UMAE No.23, IMSS. En todos los casos incluidos en el
estudio se realizo mastectomia o biopsia por indicacidon médica, con previo
consentimiento informado del paciente o familiar. La clasificacion histologica de las
neoplasias de mama fue realizada de acuerdo al criterio de la Organizacion Mundial de
la Salud. Los grupos incluyen carcinomas invasivos lobulillares, carcinomas invasivos
ductales, carcinomas pleomorficos, sarcomatoides, lesiones benignas de mama
conformadas por papilomas intraductales, mastopatias fibroquisticas, edenosis

esclerosante y fibroadenoma y muestras de mujeres que no mostraron anormalidades
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histolégicas en la mama. Todas las muestras de pacientes de lesiones benignas y de
mama normal provenian de pacientes sin cancer. Los casos fueron seleccionados a
partir de la base de datos de pacientes atendidas durante el periodo 2002-2008. No hubo
cambios importantes en los procedimientos de laboratorio durante este periodo. No se
apreciaron diferencias significativas en la intensidad en los casos diagnosticados mas
tempranamente comparado con los ultimos. Las secciones provenientes de las muestras
de tejido de mama fijadas en formaldehido y embebidas en parafina fueron tefiidas con
hematoxilina eosina y revisadas independientemente por dos patdlogos para establecer el

diagnostico.

6.2. Criterios de Inclusion

Se incluyeron pacientes femeninas con expediente clinico actualizado ya sea en
forma fisica o electronica, que contenian los datos personales no patologicos y
patologicos de importancia para enfermedades de mama, fecha de diagnostico, etapa
clinica y diagnostico histopatologico. No habia limite de edad, para el grupo de
pacientes con carcinoma mamario, se incluyeron aquellas que tuvieran diagnostico
histopatologico establecido segun el sistema TNM, (ACS, 2007-2008) asi como tejido
preservado en parafina, cuyas condiciones fueron comprobadas por el especialista en
patologia. En el grupo de pacientes con patologia benignas de mama, se incluyeron

aquellas que tenian diagndstico histopatoldgico establecido de acuerdo a los criterios de
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Dupont como Lesiones no proliferativas o Lesiones proliferativas sin atipia. (Dupont
and Page, 1985) Para el grupo de pacientes con tejido normal de mama, se incluyeron
tejidos del banco de bloques del departamento de anatomia patoldgica, que reunieron
caracteristicas histologicas de tejido sano, proveniente de biopsias preservadas en
parafina que se emplean para emitir diagnostico de causa de muerte. Por ultimo se
seleccionaron laminillas que presentaron una adecuada cantidad de tejido para su

analisis: minimo 100 nucleos por muestra.

6.3. Criterios de Exclusion

Se descartaron los casos en los que el diagndstico histopatologico reportado en el
expediente no concuerde con la revision de tejido. Asi como también los especimenes
que presenten reaccion estromal marcada (desmoplasia) y/o necrosis tumoral. También
fueron descartados especimenes con pérdida del tejido durante el procedimiento,
muestras cuyos controles mostraron los resultados inesperados tales como la presencia
de un fondo que dificultara la resolucion de la tincion o muestras cuya zona tefiida no

haya sido el area a evaluar.
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6.4. Inmunohistoquimica

Para cada procedimiento, el orden de las muestras fue escogido al azar de cada
uno de los grupos. Se realizo un método estandar de Inmunohistoquimica. Se cortaron
secciones de 4um de muestras de tejido de seno fijadas en formaldehido embebidas en
parafina y se colocaron en laminillas silanizadas (S3002, Dako). Después se comenzo
con el proceso de la inmunohistoquimica para lo cual se sumergieron en Xilol para
desparafinizarlas, posteriormente se hidrataron gradualmente en una serie de etanoles y
después se lavaron con agua destilada. La recuperacion de Antigeno fue lograda
mediante calor por 20 min a 96°C en la solucion recuperadora (TRS S1699, Dako).
Posteriormente las laminillas fueron enfriadas por 20 min a temperatura ambiente y
lavadas de nuevo con agua destilada por 5 min para luego ser lavadas en Buffer de
Lavado (TBS S1968, Dako) por 5 min. Se bloqueo la peroxidasa endégena afiadiendo el
reactivo correspondiente (Peroxidase blocking reagent S2001, Dako) por 15min, seguida
del bloqueo de los sitios de union no especificos con la solucién correspondiente
(X0909, Dako). Las secciones de tejido fueron incubadas toda la noche a 4°C en una
camara himeda con el anticuerpo primario anti-Par-4 (Par4 A-10 anticuerpo monoclonal
de raton sc-1666 Santa Cruz Biotechnology a una dilusion de 1:100 en diluyente de
anticuerpo S3022, Dako). Como control negativo, los anticuerpos primarios fueron
remplazados con 1% de albumina de suero fetal bovino en PBS para descartar el efecto
de la peroxidasa endogena, o una inmunoglobulina no especifica para probar la
especificidad. La especificidad del anticuerpo fue confirmada también por Western Blot.

El anticuerpo secundario utilizado fue el universal biotinilado (K0690, Dako) y se
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incubo por 15 min, después de un nuevo lavado de 5 min las laminillas se dejaron
incubando con el complejo estreptavidina-HRP (K0690, Dako). La reactividad
intracelular especifica fue detectada mediante incubacion con el complejo streptavidina-
biotina-peroxidasa de rabano por 30 min a temperatura ambiente. Después de otro
lavado el anticuerpo unido fue detectado usando diaminobencidina tetrahidroclorido
(DAB) como cromogeno (K3468, Dako). Las laminillas fueron contrastadas con
hematoxilina, deshidratados una serie de etanoles, aclarados en tres etapas de xilol y
montados con resina (Entellan HX787224, Merck). Fueron incluidos controles positivos
y negativos apropiados en cada corrida de inmunohistoquimicas. No se mostraron
variaciones significativas entre las diferentes corridas comprobado mediante la

repeticion del 10% de los lotes.
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6.5. Interpretacion Inmunohistoquimica

Para la lectura inmunohistoquimica se siguieron los criterios de evaluacion
(Larghi, 1975) semicuantitativa de acuerdo a la tincién: Los valores se asignaron en
cruces: 0 + (ausencia de coloracion especifica, [CE]), 1 + (1-25 = % células/campo con
CE vy tincién débil o dudosa), 2 + (25-50 = % células/campo con CE y tincién
moderada), 3 + (50-75 = % células/campo con CE vy tincién intensa), 4 + (més del 75 =
% células/campo con CE y tincién muy intensa). Se considero positivo a partir de (++)
en células que tengan expresion en el nucleo y/o citoplasma. Las observaciones se

realizaron a doble ciego.

Para la medicidon cuantitativa se us6 un microscopio invertido (IX70-Olympus,
Tokio Japan), en el cual se capturaron las imagenes de 640x480 pixeles con el programa
Corel-Ulead VideoStudio (version 11.0) mediante la cdmara a color de alta definicion
(Sony 3CCD Colour Video Camera, Tokio Japan) integrada al microscopio.
Posteriormente se analizo empleando el procesador de imagen (/mageJ-1.410, Image
Processing and Analysis in Java, del National Institutes of Health, Java 1.5.0 15 in the
public domain) mediante el uso del analisis de particulas para determinar el valor de
intensidad con un umbral (threshold) de 70-100, todas las iméagenes fueron medidas con
ese rango incluyendo Unicamente los nucleos que correspondian al tamafio de 100-500

pixeles’ para eliminar nucleos traslapados y artefactos.
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6.6 Analisis Estadisticos

Los resultados de la inmunohistoquimica fueron obtenidos mediante dos
mediciones: la cuantitativa al medir la intensidad en el programa de imagen y la
semicuantitativa utilizando las cruces asignadas de acuerdo al criterio de tincion, se
transformaron mediante un arcoseno (p= Varcosen p’) a valores numéricos. A ambas
mediciones se les aplico una prueba de Levene y se comprobd homogeneidad en
varianzas (p > 0.05). Finalmente se aplico un andlisis de varianza (ANOVA-una via),

para cada criterio de medicion entre los grupos estudiados.
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7. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 71 casos de tejido de glandula mamaria, de los cuales
12 fueron de tejido sano (Grupo I), con una media de edad de 18 afios y su descripcion
se muestra en la tabla 1; 18 casos fueron incluidos con lesiones benignas (Grupo II),
cuya media de edad fue de 32 afios, donde la mayoria (72.2%) presentaron diagnostico
histopatologico de fibroadenoma, su descripcion se muestra en la tabla 2; 25 casos
fueron incluidos con cancer de mama cuya sobrevivencia fue > 5 afios (Grupo III) y su
media de edad fue de 52 afos, siendo el 76% de los casos con diagnostico
histopatologico de tipo ductal, su descripcidn se muestra en la tabla 3; finalmente el
grupo de cancer de mama cuya sobrevivencia fue < 5 afios (Grupo 1V) se compuso de
16, presento una media de edad de 54 anos y el 50% de los casos fue de diagnostico

histopatologico tipo ductal, su descripcion se muestra en la tabla 4.

La determinaciéon de Par-4 mediante inmunohistoquimica mostro que su

expresion fue confinada en su mayoria a células epiteliales y su localizacion fue
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predominantemente nuclear en ambos tipos celulares siendo las células ductales las que
mostraron mayor intensidad de expresion en comparacion con las células mioepiteliales,
con tincidn de estroma no apreciable. Se mostro heterogeneidad de la tincién, mostrando
variaciones en la intensidad entre las muestras analizadas. En la figura 1 se incluye un
ejemplo de una imagen representativa de cada grupo de estudio. Se vio una expresion
intensa en el nacleo de las células neoplasicas de los carcinomas invasivos y las lesiones
benignas de la mama (A, C y B respectivamente). Es de mencionar que los tejidos sanos
en las laminillas que también contenian tumor mostraron un distribucion de la expresion
y patrén similar a su contraparte neoplasica (dato no mostrado). Mientras que en las

muestras de tejido normal de mama se mostro una tincion débil o nula (D).

Los valores de dicha expresion, se muestran en la ultima columna de cada una de
las tablas correspondientes a los grupos estudiados. Se determino que existe

homogeneidad de varianzas en las mediciones semicuatitativas y cuantitativas (P> 0.05).

El ANOVA en la medicion semicuantitativa reveld que el Grupo I fue diferente a
los otros grupos (P<0.05). Y con el andlisis de la medicién cuantitativa, se pudo
corroborar que no solamente el Grupo I es diferente a los otros grupos, sino que también

lo fue el Grupo IV (P<0.05), mientras que el Grupo II y el Grupo 111, son iguales.

En la grafica 1, se muestran los valores cuantitativos de la intensidad medida a
partir de la expresion inmunohistoquimica de Par-4, resultando la menor expresion en el
Grupo 1 (x=72.45) y en el Grupo IV (x=86.31), mientras que la mayor expresion se

registro en el Grupo II (x=97.68) y Grupo III (x=101.96).
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Tabla 1. Descripcion de casos con tejido histologicamente normal (Grupo I).

Inmunohistoquimica para

No Edad AHF* APP** Par-4

Semicuantitativa Cuantitativa

1 12 (-) (-) +++ 63.25
2 12 (-) (-) A= 60.72
3 12 (-) (-) =+ 63.25
4 14 (-) (-) HF 70.43
5 15 (-) (-) + 75.78
6 15 (-) (-) + 71.23
7 17 (-) (-) 0 72.01
8 22 (-) (-) + 77.97
9 23 (-) (-) 0 77.55
10 23 (-) (-) 0 69.80
11 25 (-) (-) + 89.63
12 25 (-) (-) +* 77.86

* Antecedentes Heredo-Familiares de cancer de mama. ** Antecedentes Personales
Patolégicos de importancia para cancer de mama.



Tabla 2. Descripcion de casos con tejido mamario de lesiones benignas (Grupo II).

Inmunohistoquimica para PAR-4

No | Edad AHF* APP** Dx. Histopatologico
Semicuantitativa Cuantitativa
1 13 (-) (-) Fibroadenoma +++ 91.75
2 15 (-) (-) Fibroadenoma -+ 98.67
3 21 (-) (-) Fibroadenoma +++ 99.11
4 23 (-) (-) Mastopatia Fibroquistica ++ 95.35
5 25 (-) (-) Fibroadenoma +H++ 94.80
6 26 (-) (-) Fibroadenoma Sin i 100.24
7 26 (+) (-) Fibroadenoma - 95.68
8 27 (-) (-) Adenosis Esclerosante +++ 101.57
9 29 (-) (-) Fibroadenoma +++ 100.31
10 29 (-) (-) Fibroadenoma S 109.85
11 36 (+) (-) Fibroadenoma +H++ 93.65
12 38 (+) (-) Fibroadenoma Sin i 102.01
13 38 (-) (+) Mastopatia Fibroquistica +++ 102.92
14 42 (-) (+) Mastopatia Fibroquistica ++++ 95.40
15 45 (-) (-) Fibroadenoma -+ 89.07
16 48 (-) (-) Fibroadenoma -+ 85.65
17 52 (-) (+) Papiloma Intraductal + 102.77
18 53 (-) (-) Fibroadenoma Sy 99.54

* Antecedentes Heredo-Familiares de cancer de mama, ** Antecedentes Personales Patologicos de
importancia para cancer de mama.
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Tabla 3. Descripcion de casos con cancer de mama y sobrevivencia > 5 afos (Grupo III).

Inmunohistoquimica para PAR-4
No Edad APP* TNM** Dx. Histopatolégico
Semicuantitativa Cuantitativa
1 31 (-) T3NIMO Ductal H++ 93.46
2 35 (-) T4AN2MO Ductal SEa 106.96
3 37 (-) T4ANIMO Ductal +++ 107.67
4 41 (-) T4N2MO Ductal A= 132.49
5 41 (-) T4N2MO Ductal +++ 104.75
6 43 (-) T4NIMO Tubulo-lobulillar A 111.30
7 44 (+) TXNIMO Ductal +++ 89.87
8 45 (+) T2N1MO Ductal ++++ 91.09
9 47 (+) T3NIMO Pleomorfico -+ 114.83
10 49 (-) T4NIMO Ductal 4HHF 97.08
11 49 (-) T3NIMX Ductal +++ 100.76
12 51 (-) T3NIMO Pleomorfico A=A 104.16
13 53 (+) T4N2MO Ductal +++ 110.33
14 53 (-) - Lobulillar A=A 93.64
15 54 (-) T3NIMO Tubulo-lobulillar +++ 104.14
16 55 (-) T4N2MX Ductal A== 118.43
17 56 (-) T3INIMX Ductal +++ 95.69
18 58 (-) T4ANIMO Ductal A 102.40
19 59 (-) T3NOMO Ductal - 95.97
20 60 (-) TAN2MX Ductal 4HHF 101.17
21 62 (-) T4ANONO Ductal +++ 109.39
22 66 (-) TINIMO Sarcomatoide ++++ 93.91
23 70 (-) T3N2MO Ductal +++ 96.60
24 72 (+) T4N2MO Ductal 4HHF 103.78
25 81 (-) T4AN2MX Ductal -+ 99.89

* Antecedentes Personales Patologicos de importancia para cancer de mama. ** Clasificacion internacional TNM para Ca de
mama.



Tabla 4. Descripcion de casos con cancer de mama y sobrevivencia < 5 afios (Grupo IV).

Inmunohistoquimica para PAR-4
No Edad AHF* Esfafiio Dx. Histopatologico
Clinico Semicuantitativa
Cuantitativa

1 29 0 1B Canalicular Infiltrante ++ 73.42

2 33 0 mc Ductal AR 81.92

3 43 1 v Ductal + 94.75

4 45 0 v Ductal 4HE 91.81

5 48 0 v Ductal ++ 86.02

6 48 2 v Ductal ++++ 83.76

7 49 0 v Canalicular Infiltrante +++ 87.92

8 52 2 v Ductal A= 90.80

9 56 0 v - ++ 88.40

10 59 0 v - A= 88.99

11 59 0 v Canalicular Infiltrante ++ 87.71

12 62 1 v Canalicular Infiltrante AHEF 92.04

13 65 0 nrc Canalicular Infiltrante - 80.39

14 71 0 v Ductal = 90.49

15 74 0 v Ductal -+ 75.12

16 77 2 v Canalicular Infiltrante +++ 87.55

* Antecedentes Heredo-Familiares de importancia para cancer de mama.
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Figura 7. Inmunohistoquimica de Par-4 en tejido mamario. Tincioén intensa de tejido

neoplasico Grupo III (A), tejido benigno Grupo II (B) y neoplasico Grupo IV (C) de
mama mostrando localizacion principalmente nuclear. D Tincidon negativa del tejido

normal de mama Grupo I.
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8. DISCUSION

Encontramos que la expresion de Par-4 mediante inmunohistoquimica fue
confinada en su mayoria a células epiteliales siendo las células ductales las que
mostraron mayor intensidad de expresion en comparacion con las células mioepiteliales;
en un estudio realizado en tejido de glandula mamaria de rata encontraron que Par-4 fue
predominantemente expresado en las células mioepiteliales, pero las células epiteliales
ductales no mostraron una expresion detectable de la proteina. Lo mismo fue observado
en el tejido de prostata y mencionan que el nivel de Par-4 disminuye durante la
diferenciacion de estas células. Posteriormente sometieron el tejido de prostata a
ablacion de androgenos y midieron nuevamente mediante inmunohistoquimica los
niveles de Par-4 encontrando una induccion de la expresion de Par-4 en las células
ductales de las ratas castradas desde el dia 1 y que su intensidad disminuyo para el dia 5
del procedimiento, estos hallazgos sugieren que la induccién de Par-4 es un evento
temprano en la apoptosis de las células ductales en respuesta a la falta de estimulo
hormonal. (Boghaert et al., 1997) Esto nos indica que la expresion de Par-4 en las
células ductales podria estar relacionada a la apoptosis de estas células, ademas estas son

las responsables de mas del 90% de los cancer de mama humanos, (Streuli and Haslam,

57



1998) son hormono dependientes, es decir proliferan con el estimulo estrogénico (Vogel
et al., 1981) y usualmente mueren después de la ablacion hormonal a diferencia de las
células mioepiteliales (Walker et al., 1989; Furth et al., 1997) y tomando en cuenta que
los canceres de mama son tumores hormono dependientes en su mayoria, ya que
expresan el receptor estrogeno en el 65% de tumores primarios y hasta en un 55% sus
metastasis; (Clark and McGuire, 1999) el hallazgo de la alta expresion de Par-4 en las
células luminales podria ser una ventaja a la hora de responder a un tratamiento de tipo

endocrino.

Ademas la apoptosis mediada por Par-4 no requiere de p53 (El-Guendy et al.,
2003) y esto es importante ya que esta tltima se presenta mutada hasta en un 30% de los
cancer de mama (Elledge and Allred, 1994) y no es posible reclutar la via apoptotica
mediada por ella y en estudios en ratones aparenta no estar involucrada en la muerte

dependiente de hormonas en el epitelio mamario. (Li ef al., 1996)

En contraste, la perdida de la proteina anti apoptotica Bel-2 ha demostrado ser un
factor importante en la regulacion de la supervivencia de las células ductales de mama
(Schorr et al., 1999) sobre todo en la respuesta a estimulos apoptoticos, (Shilkaitis ef al.,
2000) ademas es bien conocida su capacidad para producir resistencia a multiples
drogas, retardando o previniendo la apoptosis inducida por todos los agentes
quimioterapéuticos usados en la actualidad y su sobreexpresion se asocia a un mal
prondstico (Reed et al., 1994; Thomas et al., 1996; Raffo et al., 1995) y esto es
importante ya que varios estudios indicaron una sobreexpresion de Par-4 en células que

se dirigian a apoptosis y que Par-4 ejercid su efecto proapoptotico a través de la
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regulacion negativa de la expresion de Bcel-2, (Diaz-Meco et al., 1999; Qiu et al., 1999;
Boehrer et al., 2002; Bieberich et al., 2001) mas adelante fue mas clara esta relacion al
demostrarse que Par-4 actia como un represor transcripcional de Bcl-2 al unirse a su
promotor a través de una interaccion con WT1 logrando asi modular negativamente su
expresion. (Cheema et al., 2003) Por lo tanto el haber encontrado niveles
significativamente mas altos de expresion de Par-4 en los grupos de supervivencia
mayor a 5 afios y de lesiones benignas podria haberles conferido una mejor respuesta a

los estimulos apoptoticos en comparacion con el grupo de mal prondstico.

Esta proteina ha demostrado mecanismos pro apoptoticos adicionales a la
regulacion de Bcl-2, mismos que pudiesen haber influido en mejorar la supervivencia
del grupo de cancer con los mayores niveles de expresion, entre ellos su habilidad para
translocar Fas y su ligando a la membrana plasmatica, (Chakraborty et al., 2001) a la
interaccion con DIk, (Kogel ef al., 1998) a la inhibicion de NF-kB (Diaz-Meco et al.,
1999) y la consecuente disminucion de los inhibidores de las caspasas (IAPs) (Baldwin,

1996, Barkett and Gilmore 1999).

Por lo tanto, el incremento en la expresion de Par-4 produce una disminucion en
el umbral a los estimulos de muerte celular programada (Rhanganathan and Rangnekar,

2005).

Ademas, para que Par-4 tenga todo su potencial apoptotico necesita estar
localizado en el ntcleo de las células cancerosas (Gurumurthy et al., 2005) y nosotros

observamos una intensa expresion nuclear de la mayor parte de las células neoplasicas
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de los carcinomas invasivos y de las células de las lesiones benignas de la mama y con

una menor expresion en los tejidos normales.

Por ultimo, un objetivo de este estudio fue determinar si habia una asociacion
entre los niveles de expresion de Par-4 y el pronostico de los pacientes con cancer de
mama; el hallazgo de que hay una diferencia significativa en los niveles de expresion de
Par-4 entre los grupos, ademas que los niveles mas bajos se presentaron en el grupo de
mal pronostico podria remarcar el papel de Par-4 como supresor tumoral (Barkett and
Gilmore, 1999), ya que el proceso de crecimiento y progresion tumoral se liga
primariamente a la supresion de las vias de sefalizacion que normalmente protegen
contra la proliferacion celular incontrolada (Stambolic et al, 1999; Hanahan 2000;
Denmeade and Isaacs, 1996). Ademas ya ha sido reportada la disminucion de la
expresion de Par-4 en una gran variedad de cancer (Barkett and Gilmore, 1999; Ahmed
et al.,2008; Lee et al., 2007; Moreno et al., 2007; Cook et al., 1999; Joshi et al., 2008) y
se sabe que es necesaria su baja expresion para lograr la transformacién de algunos tipos

celulares (Boehrer et al., 2001).

Por lo tanto la disminucion en los niveles de expresion de Par-4 en la progresion
tumoral del cancer de mama podria estar ligada a la respuesta a la terapia y la
sobrevivencia global. Por ello podria ser un biomarcador prondstico valioso y en
combinacion con el panel de mama utilizado a la fecha podria establecer mas

acertadamente la sobrevivencia global a la enfermedad en un paciente en particular.
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9. CONCLUSIONES

Usando inmunohistoquimica e interpretdndola mediante métodos cuantitativos
encontramos una expresion disminuida de Par-4 en el grupo de cancer de mama de mal
prondstico en relacion al grupo de buen pronoéstico y de lesiones benignas, y una baja o

nula expresion en los tejidos de pacientes sanas.

Encontramos que la expresion de Par-4 fue principalmente nuclear en el epitelio
de mama y que se tifio mas intensamente en las cé€lulas ductales mientras que en las

células mioepiteliales fue més débil.

Nuestros resultados nos hacen suponer que el nivel de expresion de Par-4 en
mama determinado mediante inmunohistoquimica podria estar involucrado en la
regulacion de la proliferacion celular y en la supervivencia en las células hormono
dependientes de mama y que su pérdida podria estar involucrada en la progresion
tumoral, ademas de que podria ser un marcador pronostico util de la supervivencia y

respuesta a la terapia endocrina.
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