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ABREVIATURAS.

ADN: Acido desoxirribonucleico

AIF: Apoptosis Inducing Factor

Apaf-1: Apoptogenic protease activating factor 1

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

B2m: beta-2-microglobulina

Cdk: Cyclin dependent kinase

c¢DNA: Complementary Desoxytribonucleic Acid

ced-3: gen de Caenorhabditis elegans homélogo a los genes humanos de las caspasas
ced-4: gen de Caenorhabditis elegans homologo a Apaf-1

ced-9: gen de Caenorhabditis elegans homélogo a bel-2

cyt ¢: citocromo ¢

DEPC: Dietilpirocarbonato

egl-1: gen de Caenorhabditis elegans homologo a la subfamila BH3.
GTP: Guanisin Trifosfato

MMLV-RT: Moloney murine teukemia virus reverse transcriptase
oligo(dT): oligonucledtido constituido de residuos de timidina
ORF: Open Reading Frame, o marco abierto de lectura

PCR: Polimerase Chain Reaction

RT: Retrotranscriptasa

snRNA: small nuclear ribonucleic acid

snRNP: small nuclear ribonucleoprotein

Taq pol: Thermus aguaticus DNA polimerase

Nota: Los nombres de los genes se presentan escritos con letras mintsculas, su o sus

productos proteicos se indican con la letra inicial maytiscula.



L-INTRODUCCION

Con el nombre de cincer se denomina a un conjunto de enfermedades caracterizadas
por una acumulacion inadecuada de tejido, lo cual es el resultado de un trastorno en el
crecimiento celular y tisular. Esta acumulacion inadecuada es més evidente cuando
compromete la funcién de los drganos en los cuales se desarrolla, lo que finalmente es lo
que puede ocasionar la muerte del organismo que lo padece (1,44).

Actualmente, se acepta que ¢l cancer es producto de la acumulacion de alteraciones
2 nivel del 4cido desoxirribonucleico (ADN), las cuales se reflejan en modificaciones del
fenotipe celular. Un modelo de progresion del céncer de tejido epitelial (44) propone que
inicialmente ciertas alteraciones genéticas inducen un frastorno en la proliferacion celular,
1o que conlleva a una hiperplasia, que es la acumulacion de células que no presentan afin
ninguna alteracién en sus caracteristicas funcionales ni morfolégicas. Posteriormente, al
goumularse mas alteraciones penéticas, algunas células empiezan a presentar
modificaciones morfolégicas y funcionales y es entonces cuando se dice que se tiene una
displasia; en esta etapa, las células empiezan a perder las caracteristicas propias del tejido al
cual pertenecen y como comsecuencia, el drgano afectado no realiza adecuadamente sus
funciones. La adquisicion v acumulacién de un mayor nimero de alteraciones genéticas
deforma atin més la apariencia, el crecimiento y la funcionalidad celular y tisular pudiendo
las células displésicas empezar a invadir los tejidos circundantes, en ese momento, en el
que las céluizs inician el proceso invasivo, se da la transicion de una lesion preneoplésica a
un cancer (13). La evolucién de la enfermedad podria conferir a las células tumorales la

capacidad de invadir el torrente sanguineo ¢ iniciar el desarrolio de un nuevo tumer en un




sitio diferente al original; en otras palabras, el tumor adquiriria capacidad metastasica, que
es una de las caracteristicas de los tumores malignos (13).

La mayoria de las neoplasias son de origen monoclonal (2), lo que significa que la
masa tumoral completa tuvo su ofigen e una sola célula, la cual en determinado momento
de la vida del individuo experimenté una alteracion o una serie de alteraciones que le
confirieron una mayor capacidad de proliferacién o de sobrevivencia v, a partir de ella, sus
descendientes acumularon més alteraciones las cuales finalmente ilevaron al desarrollo del
tumor. La adquisicién de un mayor mdmero de alteraciones genéticas en las células
tumorales s¢ ve favorecida por el hecho de que estas células presentan una enorme
inestabilidad genética comparada con Jas células normales, 1o que conduce a pérdida de
fragmentos cromosomales, amplificacion genética, mutaciones puntuales, efc. Asi mismo,
la inestabilidad genética puede conducir a 1o que se conoce como progresién tumoral (3,5),
que es la tendencia de un tumor a volverse més agresivo en sus caracteristicas clinicas ¥
biolégicas conforme pasa el tiempo. Esta misma inestabilidad genética contribuye a la
heterogeneidad tumoral (4), que es la aparicién, dentro de un mismo fumor, de diferentes
subpoblaciones celulares, cada una con caracteristicas propias. Estas diferentes
subpoblaciones difieren entre si en muchos aspectos, como puede ser: capacidad
metastasica, morfologia celular, histologia, velocidad de crecimiento, etc., ademds,
conforme pasa ¢l tiempo las subpoblaciones predominantes van cambiando dependiendo de
1a viabilidad de las nuevas variantes generadas y de las presiones selectivas que existen en
el ambiente en el cual se desarroila el tumor, como pueden ser infiltrados inmunes, agentes
terapéuticos, estatus hormonal del hospedador, presencia o ausencia de factores de

crecimiento, entre otros; ello conduce 2 una seleccion clonal y a una variacion continua de



las caracteristicas del tumor, lo que explicaria en parte la generacién de resistencia a
diferentes agentes antineoplasicos por parte de un tumor dado.

Por otra parte, no existe una base comtn para el inicio del cancer o, dicho en otras
palabras, las vias que pueden levar al desarrollo de un proceso neoplasico son multiples,
ello como consecuencia de la complicada red de mecanismos que regulan la vida, ia muerte
y la proliferacion de las células (6); de esta forma, incluso neoplasias que afectan a un
mismo Organo podrian tener diferente origen (77). Ademsés, como en cada Organo se
expresa un conjunto distinto de genes, ia alteracién de algunos de ellos puede tener mayor
importancia en el procese neoplasico de cierto tejido y ser de menor importancia en ofros

sitios.

I.1.-ONCOGENES Y GENES SUPRESORES TUMORALES:

Como se menciond, el cdncer surge como consecuencia de alteraciones a nivel
gendmico, por lo tanto, en el desarrolio de un proceso neoplasico estan implicados los
genes, en este caso juegan un papel determinante genes que se han clasificado en dos
grandes grupos, por un lado estin los oncogenes {7) y por otro los genes Supresores
tumorales (7,8). Algo que ticnen en comin ambos grupos es que estin implicados en la
regulacion del crecimiento celular y ademas se expresan también en células normales, solo
que, en este contexto, si expresion esta estrictamente regulada, mientras que en las células

tumorales su expresién se ha visto alterada,



En una célula normal existen genes reguladores del crecimiento celular que se
denominan proto-oncogenes, ya que cuando se ven alterados en su expresion ¢ estructura
pueden inducir una proliferacién descontrolada de la célula que puede derivar en una
neoplasia y, bajo estas circunstancias, pasan a denominarse oncogenes. LEstos proto-
oncogenes codifican para proteinas que desempefian diversas funciones, como puede ser:
factores de crecimiento, factores de transcripcion, protein-cinasas o fosfatasas encargadas
de la transduccién de sefiales al interior de las células, receptores para factores de
crecimiento, etc. Los proto-oncogenes favorecen el desarrollo del cancer al activarse o,
dicho de otra manera, al sufrir cambios que estabilizan a la proteina o que incrementan su
produccion, de manera que obtienen una ganancia en su funcionalidad (8, 9), asi, basta que
un solo alelo se altere para incrementar la probabilidad de desarrollar cancer. Algunos
ejemplos de proto-oncogenes son los lamados ras, myc, fos, jun.

Los genes supresores tumorales codifican para proteinas con diversas funciones y, a
la inversa de lo que ocurre con los oncogenes, favorecen la aparicién del cancer al
inactivarse o perder su funcién normal (8,9). Puesto que los humanos somos diploides,
generalmente se necesita que los dos alelos que se tienen estén inactivos. Ejemplos de
genes supresores tumorales son p53 y Rb.

Estos y ofros genes estan formados por una regién reguladora, la cual generalmente
no se wanscribe, ¥ por una regién estructural, {a cual si se transcribe y cuya secuerncia de
auclestidos contiene un marco de lectura que puede ser traducido a proteina. Ahora bien,
un gen puede verse alterado por mutaciones en cualquiera de estas regiones. En caso de
verse afectada la region reguladora, es muy probable que se vea afectado su grade de

expresion y no la actividad del producto proteico codificado por ese gen, esta regién



contiene secuencias como el promotor, que son reconocidas por factores de transcripeion y
por la ARN polimerasa, por lo tanto, una modificacion en esta region puede conducir ya sea
4 un incremento o a un decremento en la expresion de un gen. Por ofro lado, si la mutacion
se da en la regién estructural, es probable que se vea afectada la funcién de la proteina

codificada por el gen y 0o su grado de expresion.

L2.-EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

Actualmente el cincer es una de las principales causas de muerte en varios paises.
Datos obtenidos en los Estados Unidos indican que el cancer es la segunda causa de muerte
(después de las enfermedades cardiacas) y en ese pais una de cada tres personas desarroila
alguna vez en su vida algén proceso neoplasico y una de cada cuatro muere por esta causa
{11).

Existe evidencia que indica que el cancer es producto de la interaccién entre
factores ambientales y genéticos, como es el hecho de que ciertos tipos de cancer sean
prevalentes en ciertas regiones y cambien con el tiempo y con los movimientos migratorios
(12). Sin embargo, se sabe que existen ciertas neoplasias que tienen un cardcter hereditario

y en ellas la composicién genética del organismo juega un papel mas importante que su

interaccion con el ambiente.
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I.3.-EXPRESION GENETICA

Un gen se compone de una region reguladora y de una region estructural, sirviendo
la region reguladora como sitio de unién para factores de franscripcién. La region
estructural de los genes eucariotas estd integrada por secuencias codificadoras denominadas
exones y por regiones mo codificantes llamadas intrones, estos intrones ¥ exones se
encuentran intercalados unos con otros y su arreglo puede ser diferente para un mismo gen
que se expresa en diferentes tejidos o en diferentes etapas de crecimiento de una misma
célula (14), ello trae como consecuencia que un mismo gen pueda generar proteinas que
difieran en estructura y funcién dependiendo de la etapa de crecimiento en la que se
encuentre la célula o del tejido de que se trate.

Para entender mejor este fendmeno se procedera a explicar c6mo es que ocurre el
proceso de expresién de un gen, aclarando antes que la sintesis de ARN ocurre en la
direccién 5°-3” y, por lo tanto, Ia lectura del ADN molde se hace en direccién 3°-5°.
Ademss, & la cadena molde de ADN se le conoce como cadena molde & cadena no
codificante o antisentido, mientras que a la cadena complementaria, la cual tiene la misma
secuencia que el ARN resultante, se le conoce como cadena codificante o cadena con
sentido. Las secuencias dadas de aqui en adelante corresponderan a la cadena con sentido
det ADN.

Inicialmente, el ADN tiene que transcribirse a ARN, el cual puede ser ribosomal,
{ARNy), de transferencia (ARNL) o mensajero (ARNm). En los eucariotas, el ARNr es
producido por la ARN polimerasa I, el ARNt por la ARN pol IH, y el ARNm es producido
por la ARN polimerasa I1. Estas enzimas para su interaccién con ¢l ADN, requieren de

factores de transcripcidn, algunos de los cuales interaccionan especificamente con



secuencias localizadas en el promotor del gen conocidas como elementos de control. Un
importante elemento de control es el conocido como “caja TATA™, que es una secuencia
rica en A y T que se encuentra 20 a 30 pares de bases (pb) rio arriba del inicio de la
transctipcién, este elemento de control interacciona con el factor de transcripeién TFID y
parece fijar el inicio de la transcripcién. Los promotores de la ARN pol II contienen
muchos y variados elementos de control, caracteristica que los diferencia de aquéllos de las
ARN pot I y III ¥ que se comprende mejor si se considera la enorme diversidad de genes
codificantes que existen y el que la expresion de cada uno de cllos sc regula de manera
distinta {14).

La interaccién del ADN molde con los factores de transcripcion genera el complejo
de iniciacién, una vez formado éste, la ARN polimerasa Il avanza sobre el ADN que le
sirve como molde, transcribiendo el ADN més alld del final del gen, hasta Ilegar a una
regidn que presenta una o mas secuencias AATAAA; el ARN naciente que lleva esta
secuencia es entonces cortado por una endonucleasa que reconoce esta secuencia, el corte
se hace enire 11 y 30 residuos hacia el extremo 37 de esa secuencia. Una vez cortado, al
ARN se le adicionan cerca de 200 residuos de 4cido adenilico en el extremo 3°. EI ARN
resultante se conoce como ARN inmaduro o pre~ARNm y permanece en el nicleo, este pre-
ARNm contiene intrones v exones. Al pre-ARNm se le adiciona en el extremo 5° un
residuo de GTP con orientacién inversa, unido con el nucledtido que formaba el extremo 5°
por medio de un enlace trifosfato con configuracion 5'-5’, esta modificacién ocurre tan
pronto como e} extremo 5° del pre-ARNm es liberado por fa ARN pol II. Este residuo de
guanina, junto con los dos primeros nucledtidos de la cadena original, forman lo que se

conoce como el “capuchén” o “gorro” del ARNm. Este capuchon sirve para reconocer y



situar el ARNm sobre el ribosoma previo 2 su traduccidn. Posteriormente, ¢l pre-ARNm se
empaima, o sea, se eliminan intrones y se unen los exones. En este proceso intervienen
pequefios ARNs nucleares (snRNA) asociados a ciertas proteinas, formando un complejo
conocide como particulas de ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs) que se
denominan U1, U2 y asi sucesivamente. Estas ribonucleoproteinas se asocian al pre-ARNm
reconociendo ciertos nucledtidos en la frontera exon-intrdn, al complejo resultante de la
interaccién entre estas ribonucleoproteinas y el ARN se le conoce como empalmosoma.
Una vez empalmado, el ARNm estd maduro y es transportado al citoplasma, en donde seréd
traducido a proteina (14).

La estabilidad del ARNm eucariota es mayor que el de los procariotas, teniendo en
fos primeros un tiempo de vida media de 4 a 24 horas y en los segundos alrededor de 2
minutos. Atn no se ha establecido qué factores son los que determinan la menor o mayor
estabilidad del ARNm eucariota (16).

Una vez en el citoplasma, el ARNm es traducido a proteina, la cual es la que Heva a
cabo Ia accién bioldgica de la informacién codificada en los genes. Muchas veces, el
producto proteico es modificado postraduccionalmente, adicion4ndose a la proteina cadenas
que pueden ser de carbohidratos o lipidos. Ademas, algunas proteinas son sintetizadas en
forma tal que no son activas y requieren alguna modificacion distinta a la conferida por los
residuos de carbohidratos o lipidos para activarse, una de las modificaciones mas
importantes de este tipa es la fosforilacién, catalizada por cinasas de proteinas. Incluso en
algunas circunstancias, la proteina tiene que ser desfosforilada para activarse, mterviniendo
en este proceso enzimas con actividad de fosfatasa de proteinas. En otros casos la proteina

tiene que ser fragmentada por proteasas, ya sea para activarse ¢ para inactivarse.



1.4.-APOPTOSIS

Durante el desarrollo de un organismo, éste va experimentando cambios
morfolégicos, mismos que se relacionan con la diferenciacion y el recambio celular.
Durante este proceso, algunas células son eliminadas a través de la activacion de un
programa genético que conduce al suicidio cefular o apoptosis (26).

Los cambios morfolégicos que presentan las células apopiéticas son muy similares
independientemente del tipo celular de que se trate, ello ha conducido a la hipdtesis de que
podria haber un mecanismo general compartido por la mayoria, si no es que por todas, las
células de un organismo (17); por otra parte, si bien las caractetisticas morfologicas son
similares, las vias que pueden conducir a apoptosis parecen ser meltiples. La facilidad y
rapidez con que se activa el programa mortal parece variar de ua tipo celular a otro vy de un
estado de desarrollo a ofro en una misma célula. Por lo tanto, e} efecto de cualquier
estimulo depende de manera importante del tipo celular y de la etapa del desarrolio de la
célula y posiblemente de otras sefiales ambientales (19,45).

La apoptosis juega un papel importante no solo en el desarrollo normal de un
organismo si no también en diversas enfermedades genéticas y adquiridas (17), entre ellas
el cancer. Se ha propuesto que el fallo en la respuesta apoptética podria ser un evento que
favoreceria el desarrollo de esta enfermedad v, una vez implantada ésta, la falla en la
respuesta apoptética favoreceria a su vez la generacién de resistencia frente a defensas
naturales v a la terapia clinica (19).

Se ha postulado que la apoptosis podria ser un mecanismo de defensa del organismo
frente a un desarrollo celular descontrolade. Algunos autores han sugerido que podria haber

una especic de “umbral” frente a diversos estimulos apoptoticos, esie umbral vendria
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determinado por el ambiente que existe tanto en el interior cOmo en el exterior de la célula,
esta teoria se basa en la observacion de que ciertas células cancerosas son mis sensibles a
estimulos apoptoticos que su contraparte normal (20). Otros autores, basindose en la
observacién de que, como se explicard mas adelante, la mitocondria juega un papel central
en el proceso apoptdtico, han propuesto que la apoptosis mediada por componentes de este
organelo es un mecapismo que se adquirid para proteger al organismo frente a dafios
acumulados en ¢l ADN mitocondrial, lo cual podria conducir a una mayor generacién de
especies reactivas de oxigeno, lo que a su vez podria dafiar al ADN nuclear y provocar la
transformacion de la célula (23).

Por otra parie, se piensa que una progresién ordenada del ciclo celuiar es un pre-
requisito para la viabilidad celular y que cualquier alteracion en este proceso puede
desencadenar la apoptosis. También, se ha propuesto que la apoptosis sélo pudiera
inducirse en ciertos tipos celulares 6 que ciertos estimulos apoptéticos indujeran o
potenciaran las vias que conducen a ella solo en las ¢élulas donde el fendmeno puede
ocurrir naturalmente bajo ciertas condiciones fisiolégicas, de esta hipdtesis s¢ deriva que
los tumores que respondan a ciertas formas de terapia sean aquellos derivados de tejidos
“predispuestos” a la apoptosis (21}.

La familia de genes Bcl-2 juega un papel muy importante en este proceso, estd
integrada por miembros pro y aati-apoptdticos, los cuales se cree que son capaces de
interactuar entre ellos y con otzas proteinas, formando homo y heterodimeros (23,24,25,39).

Recienternente se ha puesto de manifiesto la importancia de cierios componentes

mitocondriales en la apoptosis como son el ¢itocromo ¢ y factores inductores de apoptosis
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(ALF; 23, 24), asi como ciertas proteasas denominadas caspasas, que a su vez activan a
otras protezsas y nucleasas que degradan ef contenido celular.

Si bien las vias completas que conducen a Jos cambios observados en las céiulas
apoptéticas no se han dilucidado, ya se tienen nociones sobre algunas partes de ellas. En
algunos casos, la liberacién del citocromo ¢ del espacio intermembranal mitocondrial
precede a la activacion de las caspasas, al liberarse esta molécula, interacciona con una
proteina citosolica denominada Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1}, el
complejo formado puede interaccionar con la caspasa-9, la cual se autoactiva y
posteriormente, activa a la caspasa-3 y ésta 2 ofras proteasas conduciendo finalmente a
apoptosis (24).

En lo que al céncer se refiere, un mayor conocimiento de las vias apoptdticas
permitird tener imds elementos para pronosticar con Mayor confiabilidad 1a evolucién de un
tumor y para disefiar firmacos con mayor especificidad que los actuales. Ademds, puesto
que una sobrevivencia celular anormalmente prolongada puede ser un punto importante de
inicio en 12 tumorigénesis, al favorecer la acumulacién de alteraciones en el ADN, y puesto
gue la mayoria de los fArmacos utilizados para tratar ¢l cancer destruyen las células al
activar el programa apoptdtico, la evolucién de la enfermedad podria verse modificada
cambiando el punto de inicio o el umbral a partir def cual las células desarrollen apoptosis.
Alterando el umbral de muerte celular, las células cancerosas podrian volverse mds
sensibles 2 la guimioterapia. Por ejemplo, en cdnceres que sobre-expresan Bel2, la
reduccién de su expresion podria hacer que las células con alteraciones genéticas
intolerables mueran, al mismo tiempo que podrian volverse mas sensibles a la

quimiotetapia (50).



1.5-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Esta técnica se utiliza para amplificar secuencias especificas de ADN haciendo uso
de pequefios fragmentos de ADN especificos de 1a secuencia que se busca amplificar y de
una polimerasa de ADN termoestable.

Una mezcla de reaccidn debe incluir los siguientes componentes:

*Magnesio, el cual desernpefia un papel importante ¢n {a transferencia de grupos
fosfato durante la sintesis de ADN a partir de nucleétidos trifosfatados.

*Amortiguador de reaccion, para conferir un pH adecuado al medio de reaccitn,
adernds de algunos de sus componentes como la gelatina o la albimina sérica bovina, que
ayudan a estabilizar la enzima.

*Desoxirribonuclestidos trifosfatados (ANTPs), que viepen siendo los bloques a
partir de los cuales se construird el ADN.

*QOligonucledtidos o iniciadores que son los fragmentos cortos especificos que
flanquean la region del ADN que se desea amplificar.

*ADN a amplificar, que procede de Ja muestra biologica en estudio.

*ADN polimerasa, generalmente la que se emplea es la. ADN polimerasa

proveniente de la bacteria termofila Thermus aguaticus (Taq pol).

Una vez que se tiene preparada la mezcla de reaccion, se somete al proceso de
amplificacion, el cual se realiza en un aparato denominado termociclador. Este equipe hace
posible la amplificacién del ADN al proporciopar ciclos de variacién de la temperatura que
permiten que se lleven a cabo las etapas necesarias para dicho evento, las cuales son:
desnaturalizacién de la doble cadena de ADN, alineacion de los oligonucledtidos con el
ADN patrén y polimerizacién del ADN por la Taq pol, estos tres eventos ocurren a

temperaturas aproximadas de 94°C, 45-65°C y 72°C respectivamente.
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La reaccion en cadena de la polimerasa puede emplearse para evaluar la expresion
genética si se combina con la reaccion de la transcriptasa inversa o franscriptasa reversa
{RT). Esta enzima permite generar ADN a partix de moldes de ARN, el ADN obtenido
recibe el nombre de ¢cDNA o ADN complementario, el cual se diferencia del ADN
genémico en presentar empalmados los exones y carecer de intrones. La reaccion de ja RT
necesita también de un oligonucledtido complementario al ARN que se desea evaluar, el
cual serda ARNm si Jo que se busca es evaluar la expresion de ciertos genes. Para el caso del
ARNm generalmente se emplea un oligonucledtido de desoxitimidina, llamado también
oligo(dT), el cual se asocia a la cola de poli(A) caracteristica del ARNm.

En esta reaccion se convierte a cDNA todo el ARNm que posea la cola de poli(A)
presente en la muestra; para evaluar la expresion de los genes de interds, se utilizan
oligonucledtidos especificos en la reaccién de PCR.

Esta reaccién de RT-PCR, como también se le conoce, puede ser semicuantitativa y
permitir conocer ek grado de expresién de genes diferentes si se establecen las condiciones
adecuadas.

Una reaceion de PCR guarda una relacion lineal entre el nimero de ciclos y la
cantidad de ADN producido, esto hasta los 30 ciclos aproximadamente, después de ello la
reaccién se satura v la cantided de ADN producido no varia significativamente con un
mayor namero de ciclos, ello provoca un pérdida de linearidad y ya no es posible comparar
el nivel de expresion de dos o més genes bajo estas condiciones (42), por lo tanto, si se
desea por ejemplo, determinar si en cierto tejido 0 en ciertas células un gen se expresa en

mayor grado que otro gen, se deben emplear condiciones que se sithen dentro del rango

lineal de la reaccidn.



IL-ANTECEDENTES:

IL1.-EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

En México, los Estados Unidos y Europa Occidental, el cancer colorrectal ocupa el
segundo lugar en muertes debidas al céncer. Esta enfermedad parece afectar por igual a
hombres y mujeres, predominando en individuos de clase econdmica alta que viven en
zonas urbanas y el factor de riesgo principal es la edad. El 90% de los pacientes que
desarrollan cancer colatrectal esporadico es mayor de 60 afios y esta enfermedad es rara en
pacientes menores de 50 afios. Aproximadamente del 5 al 10% de los individuos que
desarrollan la enfermedad presentan algun factor de riesgo establecido, como puede ser:
colitis ulcerativa cronica, colitis cronica de Crohn, poliposis adenomatose familiar (PAF),
sindrome de cancer colorrectal hereditario no poliploideo, antecedentes familiares de
cancer o adenoma colorrectal, antecedentes de cancer de mama, de ovario o uterine (27,28).
A diferencia de lo que ocurre en los paises desarrollados, en donde la mortalidad por cancer
colorrectal ha venido disminuyendo en los Gltimos afios, en México la mortalidad se ha
incrementado en casi 100% de 1980 a 1993, lo que sitia al cancer colorrectal como un
importante problema de salud publica a nivel nacional (101).

Se cree que la mayoria de los casos de céncer colorrectal se inician a partir de
polipos adenomatoses, los cuales se han encontrado en més del 30% de los individuos
mayores de 50 afios, sin embargo, menos del 1% de estos adepomas se vuelven malignos

(26,27).



Los individuos que tienen parientes de primer grado con cincer colorrectal o
poliposis adepomatosa presenian una mayor probabilidad de desarrollar el proceso
neoplésico (27).

La mayorfa de los expertos actualmente creen que quienes desarrollan cancer
colorrectal presentan cierta predisposicion genética y s esta predisposicion, junto con la
interaccién con factores ambientales, lo que modula el riesgo de desarrollar cancer.
Algunos factores ambientales que se ores que puedan incrementar el riesgo de desarrollar
céncer colorrectal son: una dieta baja en fibra y alta en grasas, un estilo de vida sedentario,
sobrepeso, ¢l tabaquismo, el alcoholismo, una dieta baja en selenio y un bajo consumo de
4cido folico. Los factores ambientales que se cree que podrian reducir el riesgo de
desarrollar cancer colorrectal son: una dieta con un alto contenido de fibra, baja en grasas y

rica en calcio, asi como la aspirina y los anti-inflamatorios no esteroideos(27).
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IL2.-ESTADIFICACION Y PRONOSTICO

El intestino esta formado por cuatro capas distintas de tejido. La mds externa, que
estd en contacto con el contenido intestinal, es la mucosa; le sigue la submucosa, después
una capa muscular o muscularis y finalmente la serosa, después de esta fltima capa se
encuentra una regién que presenta una gran cantidad de ganglios linfaticos, denominados
placas de Peyer.

El prondstico del cancer colorrectal se relaciona con la profundidad de penefracién
del tumor en la pared intestinal y la presencia o ausencia de afeccién 2 ganglios linfiticos ¥
metastasis distantes. E1 método de clasificacién que incorpora estas variables y que con més
frecuencia se usa es el de Dukes’, el cual divide al cancer colorrectal en seis etapas, gue
son: A, By, B, Cg, C2 y D. Recientemente el sistema de Dukes” se ha correlacionado con
un método de clasificacién denominado TNM, en donde 1a T representa la profundidad de
penetracion del tumor, la N la presencia o ausencia de afeccion de ganglios linfaticos y ta
M la existencia o no de metastasis distantes. A continuacién se presenta la tabla I en la que
se observa la relacién entre estos dos sistemas de clasificacion y la descripcion de cada

etapa, asi como el prondstico para cada una (28):
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TABLA |.- EORRESPONDENCIA ENTRE LOS DOS SISTEMAS DE GLASIFIC‘.AEléN

EMPLEADOS EN EL CANCER COLORRECTAL. SE PRESENTA LA DESCRIFGIAN

DE CADA ETAPA Y LA SUPERVIVENGIA A 5 ANDS,

Dukes’

TNM

Etapa

Etapa

DESCRIPCION

SUPERVIVENCIA A 5
ANOS

TINOMO

Infiltracién no més profunda que

la submucosa

>90%

T2ZNOMO

Infiltracién de la capa muscular,
sin penetracion de la pared
intestinal, sin afeccién de los

ganglios linfaticos.

85%

Bj

T3-4NOMO

Piseminacién a través de [a
pared colénica, sin afeccién de

ganglios linfaticos.

70-75%

S

T2N1MO

Infiltracién de la capa muscular,
sin penetracion de la pared
intestinal, con afeccidn de

ganglios linféticos.

35-65%

Ca

T3-4N1MO

Diseminacion a través de la
pared colénica, afeccién de

ganglios linfaticos.

35-65%

TXNXM1

Metastasts distantes.

<5%

Actualmente la extirpacion quirtirgica es €l tmico tratamijento potencialmente curativo para

esta enfermedad (74).



IL.3.-MODELO DE F EARON Y VOGELSTEIN

En 1990, Fearon y Vogelstein proponen un modelo para el desarrollo del cancer
colorrectal basandose en la informacion recopilada hasta ese momento, el cual inclufa la
identificacién de varias alteraciones genéticas. Ellos parten del hecho de que para tratar de
entender mejor la evolucién de un tumor, deben buscarse alteraciones genéticas
caracteristicas en las diferentes etapas del tumor. De este modo, en el modelo de Fearon y
Vogelstein se propone que la neoplasia es producto de una serie de alteraciones genéticas
que modifican el patrén de crecimiento celular normal (28) y su importancia radica en que
podria ser aplicable a otros neoplasmas epiteliales.

En este modelo, los investigadores asumen que aguellas alteraciones genéticas
presentes en todas o casi todas las células de tumores colomrectales de distintos pacientes,
pudieron, en algln momento determinado, haber conferido a una célula tumoral una ventaja
de crecimiento sobre sus vecinas, generando de esta manera una poblacion celular
predominante de origen monoclonal (30).

Las caracteristicas principales de este modelo son:

- Asume que el cancer colorrectal es producto de una activacién de oncogenes
acoplada a la inactivacion de genes supresores tumorales.

- Se requiere que al menos 4 o 5 genes estén alterados para que s¢ presente un tumor
maligno.

- Es la acumulacién de alteraciones la que determina las caracteristicas biologicas
del tumor y no el orden en ¢l cual éstas van apareciendo.

Las principales alteraciones genéticas que incluye este modelo son:
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Mutaciones en el oncogén ras, pérdidas de fragmentos cromosomales o pérdidas
alélicas, las cuales generalmente afectan s6lo a un cromosoma de cada par. Las pérdidas de
fragmentos cromosomales mas frecuentes son: la de la region 5q, la de la region 17p y lade
la region 18q (29).

Ademas de la mutacién en ras y de las pérdidas de fragmentos cromosomales, otra
alteracion frecuente en el cancer colorrectal es la pérdida de grupos metilo en el ADN de
las células neoplésicas, esta falta de metilacién podria conducir a una falta de disyuncion
mit6tica, lo que resultaria en una pérdida o ganancia de cromosomas; por lo tanto, cambios
epigenéticos como éste podrian acentuar la inestabilidad del genoma e incrementar la
aparicién de alteraciones genéticas tales como pérdidas alélicas (29).

La secuencia de aparicién de las diferentes alteraciones parece no ser tan importante
como la acumulacién de las mismas, ya que se dan casos en los que algunos adenomas
presentan alteraciones presentes en los carcinomas y en estos iltimos rara vez se presentan
menos de cuatro de las alteraciones mencionadas; sin embargo, existen adenomas con las
cuatro alteraciones principales (mutacion en ras, pérdidas alélicas en 5q, 17p y18g} o que
indica que incluso estas alteraciones podrian no ser suficientes para generar un fenotipo
neoplésico.

Si bien se ha avanzado mucho desde 1990 a la fecha, el modelo propuesto por
Fearon y Vogelstein proporciona los cimienios sobre los cuales se podria seguir
construyendo una estructura que nos permita lograr um mayor entendimiento de la
evolucién del cancer colorrectal, con la posibiiidad de poder aplicar dicho modelo a otros

canceres del tejido epitelial.
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I1.4.- FAMILIA BCL-2

La "Familia Bcl-2", recibio este nombre debido a que el gen bei-2 fue el primer
miembro de esta familia que se descubrié (61) asociado al linfoma de células B (B Cells
Limphoma); (38). La capacidad anti-apoptética de Bel-2 se descubri6 al observarse que
favorecia la supervivencia de cclulas hematopoyéticas dependientes de IL-3 después de
refirar esta citocina del medio de cultive (33). Actualmente esta familia comprende
miembros tanto anti-apoptéticos (Bel-2, Belxl, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, Al) como
pro-apoptoticos (Bax, Bak, Bel-xs, Bad, Bid, Bik, Hrk, Bok); (54,63} y s¢ clasifican como
miembros de ella por compartir secuencias especificas de amino4cidos. Estudios previos en
el nemitodo Caenorhabditis elegans revelaron la existencia de genes que podian regular el
proceso apoptdtico, los cuales fueron denominados ced-9, ced-4 v ced-3. Estos genes
presentaban en clerto modo funciones opuestas, ya que el producto de ced-9 era capaz de
evitar la muerte celular programada de células que debian ser eliminadas en cierta etapa del
desarrollo del gusano, mientras que las proteinas codificadas tanto por ced-3 como por ced-
4 eran mecesarias para gue ocuiriera el proceso apoptético. Actualmente se sabe que ced-9
es el homdlogo de bel-2, ced-3 es el homélogo de las caspasas y ced-4 es el homologo de
Apaf-1(31,32).

La familia de genes Bel-2 Gltimamente ha llamado la atencién por sus posibles
implicaciones en lo que a la evolucién del céncer se refiere. Esta familia de oncogenes, a
diferencia de las anteriores, mds que favorecer una proliferacion celular descontrolada lo
que provoca es una reduccidn en la mortalidad c¢elular normal, dicho en otras palabras,

induce una sobrevivencia cefular mayor a la normal (33).
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IL.4.1.- Caracteristicas estructurales
Se menciond que las proteinas de fa familia Bel-2 compartian secuencias de
amjnoacidos, estas secuencias se cree que dan origen a ciertos dominios proteicos
esenciales para la formacion de homodimeros y heterodimeros, ya sea con miembros de la
familia Bel-2 o con otras proteinas no homologas. Estos dominios se denominan BHI,
BH2, BH3 y BH4 y una proteina de esta familia puede tener uno, dos, tres o los cuatro dos,
tres o los cuatro dominios. E! esquema de la proteina Bel-2 se presenta a contimuacion:

Zonas de

Regién
fosforilacién Dominio de dimerizacién  transmembranal
- o ™ e
Formacion de ;%oro
4 o5 ab af

BH3 I

| —

ESQUEMA 1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA PROTEINA
BCL-Z. SE INDICAN LOS DOMINIOS DE HOMOLOGIA CON OTRAS PROTEINAS
DE ESTA FAMILIA (DOMINIOS BEH) ¥ LAS HELIGES ALFA PRESENTES EN LAS

DISTINTAS REGIDNES DE LA PROTEINA, CETERMINADOS POR

CRISTALOGRAFI{A.

Aguellas proteinas con un alto grado de semejanza con Bel-2 presentan los cuatro
dominios, Entre los dominios BH4 y BH3 se localiza una region que genera un asa no
conservada de aminodcidos, en la cual se localizan residuos de aminoacidos susceptibles a
1a fosforilacion (31,49) y se cree que ¢sta regién podria ser importante en la regulacion de
la actividad de la proteina, como parece indicar el hecho de que la eliminacién de dicha asa
permite a Bel-2 promover la sobrevivencia celular bajo condiciones en las que
normalmente es inactivo (54), ademas, esta regién se ha asociado con la capacidad de Bel-2

para inducir 2 la célula a salir del ciclo celular hacia un estado GO o para retardar Ja entrada
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de la célula al ciclo celular {55,56,58). Esta capacidad de regular la progresién del ciclo
celular es independiente de ia actividad anti-apoptética de 1a proteina, como lo demuestra el
hecho de que la alteracion de esta region (el asa no conservada) elimina la influencia de la
proteina sobre ¢l ciclo celular pero sigue protegiendo contra la apoptosis (31).

El analisis de la estructura cristalina de Bel-x] ha revelado que existe una gran
semejanza entre las proteinas tipo Bel-2 y ciertas toxinas bacterianas, como el dominio de
traslocacion de Ia toxina de la difteria y las colicinas, las cuales tienen la capacidad de
formar canales transmembranales. De hecho se ha comprobado “in vitro™ que tanto Bcl-2
como Bax pueden formar estas estructuras, las cuales presentan diferentes caracteristicas;
por ejemplo, los canales formados por Bax permiten el paso de aniones preferentemente, y
se cree qu-e son mias grandes que los formados por Bel-2 y Bel-xl, cuyos canales permiten
preferentemente el paso de cationes {23,24,31,39). Se especula que la variabilidad en los
residuos de aminoacidos y, por ende, de carga eléetrica entre los dominios BH1 y BH2, que
flanquean 2 las hélices alfa 5 y 6, que se proponen como parte del canal transmembranal, se
traduce en diferencias en la selectividad idnica de estos canales (49).

Los miembros pro-apoptoticos se dividen en dos subfamilias sobre la base de su
estructura. La "subfamilia Bax" es la que presenta mayor semejanza con Bel-2 al presentar
dentro de su estructura los dominios BHI1, BH2 y BH3, dentro de este grupo se encuentran
Bax, Bak y Bok. La otra subfamilia recibe el nombre de "subfamilia BEH3" al ser éste el
tmico dominio que presentan estas proteinas, en este grupo se encuentran la mayoria de los
miembros pro-apoptéticos (Bik, Blk, Hrk, Bad, Bid, BNIP3, Biml) (31).

El dominio BH3 parece jugar un papel determinante en ta induccién de apoptosis,

como lo demuestra el hecho de que el gen homélogo en C. elegans de la subfamilia BH3,
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egl-1, es capaz de inducir apoptosis vy solo presenta el dominio BH3 (31,64). Se ha sugerido
que los miembros de la subfamilia BH3 sean los verdaderos antagonistas de los miembros
anti-apopt6ticos ¥ que los miembros de la subfamilia Bax presenten otros mecanismos de
induccién de muerte celular (31) por e¢jemplo, mediante la formacién de canales
transmembranales (39). Aln no se define si la actividad de los miembros anti-apoptéticos
es inhibida por la interaccion entre éstos y los miembros pro-apoptétices, si la actividad
pro-apoptética de ciertas proteinas es anulada por su interaccién con elementos anti-
apoptéticos, o si ambos grupos desempefian sus funciones de manera independiente. En un
experimento en el que se utilizaron segmentos peptidicos correspondientes al dominio BH3,
se observd que éstos eran suficientes para inducir la liberacién de citocromo ¢ y la
activacion de las caspasas, estos segmentos inducian apoptosis en sistemas libres de células,
pero solo presentaban esta actividad los segmentos provenientes de miembros pro-
apoptéticos (49).

Los reportes iniciales {35) indicaban que Bcl-2 formaba heterodimeros con Bax,
pero esta interaction empieza a ser dudosa al descubrirse que las sustancias detergentes
empleadas en la ruptura de las células favorecen una interaccion artificial entre proteinas
pro y anti-apoptéticas (37). Por otra parte se ha especulado que algunos mietbros anti-
apoptéticos de esta familia podrian interaccionar s6lo con uno o unos pocos miembros pro-
apoptéticos, mientras que oros podrian tener un patrén de asociacién méas promiscuo, ello a
partir de estudios que muestran cierta jerarquia en el patrdn de interacciones que se
presentan entre los miembros de esta familia (47, 48). Estos estudios dejan ver que existen
prioridades entre los miembros de la familia Bel-2 2l momento de formar homo

heterodimeros, lo que podria determinar la respuesta de las células a diferentes estimulos



apopidticos si se considera que cada patrén de dimerizacion podria afectar diferencialmente
a la célula frente a la apoptosis y que los diferentes dimeros podrian estar conectados con
otros sistemas celulares; esto, aunado al hecho de que los miembros de la familia Bel-2
podrian tener un patrén de expresion tejido especifico (63). Esta jerarquia en la formacidn
de dimeros podria inducir el desplazamiento de alguna molécula que estuviera formando un
dimero por oira que presentara mayor afinidad por el otro componente del dimero, como
parece ocurrit con Bad, el cual desplaza a Bax de los dimeros Bax:Bcl-x1 (49).

El dominio BH4 es importante en Bel-xl porque es el que interviene en la
interaccién de esta proteina con Apaf-l y se cree que por medio de esta region los
miembros anti-apoptoticos podrian secuestrar 2 Apaf-1, o bien, este dominio podria
conferir Ja conformacion adecnada a Bel-x] para su interaccion con este supuesto adaptador
de las caspasas, el cual se sabe que presenta en su regién amino terminal un dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD) al cual se asocia Ia procaspasa-9 (23,31). También es el
dominic BH4 el que se cree que interviene en la interaccion con Raf-1, con la calcineurina
y en interacciones con proteinas ajenas a esta familia, de manera semejante a lo que ocurre
con Apaf-1, al estar presente en todos los miembros anti-apopidticos de la familia Bel-2 y
ausente en casi todos los miembros proapoptéticos (52). Este dominio no interviene en la
formacién de heterodimeros con otros miembros de la familia Bel-2 {49,54,63).

La importancia de la regién transmembranal afin no esta definida, su ablacién
reduce o suprime la actividad anti-apoptética de Rcl-2 en algunos sistemas pero no tiene
ningiin efecto en otros. Ademas, las proteinas de esta familia parecen ser capaces de
mteraccionar ton profeinas asociadas a membranas intracelulares, lo que facilita su

localizacion en estos sitios atin en ausencia de la regién transmembranal (66,67).
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En esiudios realizados utilizando ratones “knock-out” se observo que los ratones
bel-2z -/~ pacian normales pero posteriormente desarrollaban tifiones  poliquisticos,
inmunodeficiencia por una marcada apoptosis linfoide e hipopigmentacion dei pelo; los
ratones bel-xt /- morfan a las pocas semanas de gestacion como consecuencia de una
muerte celular masiva en el sistema nervioso central (3 1,32), lo que indica que estos genes
altamente homologos no son simplemente redundantes, sino que exhiben claras diferencias
en lo que a especificidad de linaje celular se refiere. Los ratones macho bax -/- presentan
una alta tasa de muerte celular en Ias células germinales, son infértiles y presentan casi el
doble de timocitos y célutas B, mientras que las hembras bax -/- presentan una acumulacién
de células en el ovario, por lo tanto las anormalidades fenotipicas en ratones bax -/- pueden
ser hiperplasia o hipoplasia dependiendo del tipo celular. Ademds, debido a que los tejidos
afectados en los ratones bax -/- no son los mismos que los afectados en los ratones bel-2 -/-,
Bcl-2 podria actuar independientemente de su interaccién con Bax y viceversa. Las
alteraciones que se presentan €n los ratones bax -/- indican que no solamente hay una
especificidad en el linaje celular, sino que ademds, dependiendo del tipo celular, un mismo

gen puede tener efectos positivos o negativos sobre 1a muerte celular.



11.4.2.- Caracteristicas particulares de Bel-2 y Bax.

El gen bel-2 estd localizado en et brazo largo del cromosoma 1% (18q21); (38). Un
modelo (38) propone que este gen presenta al menos dos cxones ¥ genera fres diferentes
ARNm, uno de 8.5 kb, otro de 5.5 kb y otro mas de 3.5 kb, los tres comparten el primer
ex6n pero solo los transcritos de 8.5 kb y 5.5 kb contienen la secuencia del segundo exon.
El transcrito de 5.5 kb presenta una marco abierto de lectura (ORF, Open Reading Frame)
de 717 nucledtidos y codifica para la proteina Bcl-2 a, el transcrito de 3.5 kb codifica para
una proteina mas corta denominada Bel-2 B que difiere de Bel-2 « en su extremo carboxi-

terminal. Se cree que el transcrito de 8.5 kb se desplaza mas alld del final del gen. Este

modelo se presenta en el esquema 2:
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Es de esperarse que el transcrito de 8.5 kb también presente el marco abierto de lectura
correspondiente 2 Bel-2 ¢, pues se cree que difiere del transcrito de 5.5 kb debido a que su
sitio de poliadenilacién es distinto, este transcrito presenta un extremo 3" no codificante
muy extenso (60,61), el cual se ha sugerido que podria desempefiar algiin papel en la
expresion de la proteina (61).

Otro modelo (61) propone que el gen bel-2 se compone de tres exones presentando
ademas dos regiones promotoras alternativas y un enorme intrén de 370 kb entre elexdn I

y el exon Iil. La estructuta propuesta se presenta en el esquema 3:
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EsnuEMA 3.- ESTRUCTURA ALTERNATIVA PROPUESTA PARA EL GEMN
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Los dos promotores difieren entre si, ¢l promotor 1 s rico en CG, no presenta ha
caja TATA v tiene varios sitios que podtian servir para iniciar la transcripcion. El promotor
2 presenta la caja TATA y la caja CAAT y pueden distinguirse dos sitios de iniciacién de la
transcripcion. Se cree que estas diferencias podrian desempefiar un papel en la expresin
tejido-especifica o etapa-especifica de Bcl-2 (62). Este gen codifica para dos variantes
proteinicas producto del empalme alternativo del gen (60), Bcl-2 o de 239 aminoécidos ¥
26 kD y Bel-2 B de 205 aminodcidos y 22 ¥D (38,60). De estas variantes la que parece
predominar en las células y la que mis se ha estudiado es la forma alfa, referida
simplemente como Bcl-2. Estas dos proteinas son jdénticas en los primeros 195
aminoécidos, difiriendo en su extremo carboyi-terminal. Bcl-2 o presenta un segrento de
17 aminoacidos hidrofobicos que funcionan como dominio transmembranal seguidos de 2
residuos cargados. La variante B no presenta este dominio transmembranal.

En estudios empleande la linea celular 32D dependiente de IL-3, las células que
expresaban la variante B presentaban una tasa de muerte celalar mayor a la que presentaban
ias células expresando Bel-2 o y mayor ain a la que se presentaba en células control, lo que
parece indicar que la variante f§ favorece la muerte celular bajo ciertas condiciones (60).

El gen bax se localiza en la posicion 19q13.3-q13.4 (68) y originalmente se
enconiré que presentaba un marco abierto de lectura de 576 pb, el cual codificaba para una
proteina de 192 amino4cidos con una masa molecular de 21.4 kD. La proteina, denominada
Bax alfa, presenta un dominio transmembranal en su extremo carboxi-terminal.

Este gen presenta seis exones, todos localizados dentro de una region de 4.3 kb, 1a
informacién codificante se encuentra distribuida en todos y cada uno de los seis exones

{35), su estructura s¢ presenta en el esquema 4.
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Actualmente, se sabe que el gen bax se transcribe en al menos 5 ARNm, cuyas
estructuras se muestran en el esquema 5, estos ARNm son producto del empalme
alternativo de los diferentes exones ¢ intrones que integran al gen y, como se observa, tanto
los intrones como los exones no son elementos fijos, en otras palabras, a ciertas secuencias
se les denominé intrones porque se comportaban como tales en la primera forma alternativa
que se descubrié, que fue bax alfa, pero estas secuencias pueden actuar COmo exones en
ofros transcritos alternativos y ciertas secuencias que actilan como eXones en clertos

transcritos, en otros funcionan como intrones:
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ESQUEMA S.- DISTINTOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS DEL BEN
s8aX. LOS PRODUCTOS DE LDS TRANSOCRITOS BAX BAMMA Y BAX DELTA

NO HAN SID0O DETECTADOS “IN viva”.

La regién que codifica para ¢l dominio transmembranal se localiza en ¢l exén 6; et
transcrito para bax o es el (nico que genera una proteina con region fransmembranal. Seha
reportado que Bax o favorece la supervivencia en neuronas cuando a éstas se les retiran
ciertos factores de crecimiento necesarios para su sobrevivencia (72).

El transcrito de bax B codifica para una proteina de 24 kDa que posiblemente sea

una forma citosélica de Bax, en este transcrito el segmento que corresponde al intrén 5



actia como un exén y la region transmembranal no se traduce, debido 2 la presencia de un
codon de terminacién en el incorporado intrdén 5 (35).

Los ARNm que corresporden a Bax y, en teoria, codifican ambos para una proteina
de 45 kDa, 1a cual no se ha reporiado que se detecte en el laboratorio, en este ¢aso el exdén
dos es eliminado y en un caso se conserva ¢l intron 5. Ambos ARNm producen la misma
proteina, ya que el marco de lectura se reduce al generarse un ¢oddn de terminacion en el
exdn 3 (35).

Bax & se ha detectado Gnicamente 2 nivel de ARNm y en teoria codifica para una
proteina de 143 aminodcidos y carece de region transmembranal (68).

En el caso de Bax o, e} ARNm es idéntico al de Bax o hasta el exén 5, despues de
ese punto, el sitio donador del exén 6 se mueve 49 pb hacia el extremo 5, 0 lo que es lo
mismo, se adicionan 49 pb del extremo 3° del intrdn 5, esta adicion mueve el marco abierto
de lectura y se genera una proteina distinta a Bax ¢, sin region transmembranal, puesto que
a partir del nuevo sitio de empalme en el ARNm los aminoécidos codificados son distintos
para estas dos proteinas. Una diferencia funcional muy importante que se ha reportado es
que Bax o parece favorecer la sobrevivencia celular mas que favorecer la apoptosis (69).

La presencia de los diferentes transcritos y sus respectivas proteinas varia de una
Jinea celular a ofra v de un tejido a otro (35) y se cree que podria ser un medio de regular
los niveles de Bax funcional al no traducirse en todos Jos transcritos lo exones 5 y 6, en los
que se han situado los dominios BH1 y BH2, que son importantes para que la proteina sea
funcional. También podria ser un modo de regular la expresién de proteinas con diferentes

funciones procedentes de un mismo gen (69).
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La proteina Bcl-2 parece tener una distribucién celular definida, localizandose
principaimente en el reticulo endoplasmico, membrana nuclear v membrana externa
migocondrial, en este tltimo sitio, parece situarse en los sitios de unién entre ia membrana
externa v la interna (52, 54).

Bax « es basicamente una proteina citosdlica (al menos ¢n esplenocitos, fimocitos
murinos y células HL-60 de leucemia pro-mielocitica) a pesar de que presenta en su
estructura un dominio que puede insertarse en la membrana (36). Al inducirse la apoptosis,
la mayor parte de 1a proteina se dirige a ia membrana mitocondrial (41).

A Bel-2 también se le ha considerado guardian de la integridad de los microtibulos
(65) en virtud de que su actividad anti-apoptotica se ve anulada por fosforilacion después
de inhibirse la polimerizacion o la despolimerizacién de estas estructuras celulares por
farmacos como el paclitaxel o la vincristina.. La fosforilacién de Bel-2 reduce su capacidad
para formar heterodimeros con Bax. Los microtiibulos juegan un papel importante en la
segyegacion de los cromosomas y su alteracion podria provocar inestabilidad gendmica, por
lo que la inactivacion de Bel-2 como consecuencia de la alteracién de la funcién de los
microtGbulos podria servir para eliminar células aberrantes.

Bel-2 puede ser inactivado por proteasas, fa region variable entre los dominios BH4
y BH3 es altamente susceptible 2 la degradacién por proteasas ¢omo tripsina ¥
quimotripsina; ademas, Bcl-2 es fragmentada por fa proteasa del VIH, lo que de alguna
manera explica la muerte de linfocitos infectados por este virus (54). Existen reportes de
que ciertas caspasas pueden fragmentar a Bel-2 v Belxl eliminando el dominio BH4,
generando asi proteinas truncadas que se asemejan a las proteinas de la subfamilia Bax en

el amreglo de los dominio BH, esto, aunado a la observacion de que la eliminacion del



dominio BH4 confiere caracteristicas pro-apoptéticas a estas proteinas (63,64) deja

entrever otro posible mecanismo que emplean las caspasas para producir finalmente

apoptosis.

1Ff.4.3- Interaccién con otras proteinas

Una diferencia importante entre los miembros pro-apoptéticos ¥ los miembros anti-
apoptoticos es la capacidad que tienen éstos iHimos para interaccionar con algunas
proteinas que no pertenecen a la familia Bel-2. Hasta ahora no se sabe de algin miembro
pro-apoptético que presente csta propiedad. De entre los miembros anti-apoptoticos, son
Bcl-2 v de Belexl aquélios sobre los cuales mas informacién estd disponible. Se sabe que
éstos inmunoprecipitan con las siguientes proteinas: con la protein-cinasa Raf-1,
calcineurina, con R-Ras (51) y H-Ras, con la proteina p53-BP2, con Pr-1, con Apaf-1, con
Ced-4, con BAG-1, con Nip-1, Nip-2 y Nip-3 (52), y con Bap3l y BE-1 (39).

Es posible que la actividad de Bel-2 y de ofros miembros de esta familia sea
regulada por fosforilacién al interaccionar con cinasas y fosfatasas, ademds, las evidencias
parece indicar que las moléculas con las que interaccionan Bcl-2 y Bel-x] pueden moverse
del citosol a los sitios de expresion de Bel-2 y Bel-x1 (32), ello podria modificarr la foncidn
no solo de miembros de lafamilia Bel-2, sino también de otras proteinas involucradas en el
proceso apoptotico.

Por otra parte, la interaccién de los miembros pro-apoptéticos con Bel-2 o Belxd
rompe la interaccion con proteinas como Apaf-1y calcineurina, sugiriendo un mecanismo

por el cual estas proteinas podrian antagonizar 1a funcién de Bel-2 y Bel-xt (39).
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11.4.4.- Posibles mecanismos de accidn

Entre las diferentes funciones que se han atribuido a algunos miembres de esta

familia estdn las siguientes:

*Formacién de poros en las membranas intracelulares.
*Proporcionar estabilidad a 1a membrana externa mitocondrial.
*Protefnas muelle o proteinas secuestradoras.

*Chaperonas 0 “porteros” moleculares.

La idea de que algumos miembros de esta familia podrian formar poros
transmembranaies surgié al determinarse la estructura cristalina de Bel-xl y observarse Ia
gran similited que existia entre la estructura de esta proteina y las de fa toxina de la difteria
y de las colicinas. Experimentos empleando membranas sintéticas demostraron que
efectivamente, tanto Bax como Bel-2 y Bel-xl formaban canales transmembranales, y al
menos en €l caso de los miembros anti-apoptéticos, esta propiedad era dependiente del pH.
Los canales formados por los miembros pro- y anti-apopidticos, como se menciond
anteriormente, presentaban diferentes caracteristicas. Es posible que los canales asi
formados por Bax permitieran el escape del citocromo ¢ del espacio intermembranal hacia
el citosol. Esta hipotesis se ve apoyada por la observacién de que en mitocondrias aisladas
la adicion de Bax recombinante induce la liberacion de citocromo ¢. En lo que se refiere a
la capacidad de Bel-2 para formar canales, se cree que podria regular ¢l flujo de protones
entre ¢l espacio intermembranal mitocondrial y el citosol, regulando de ¢sta manera et pH
del espacio intermembranal e influyendo por lo tanto en el potencial transmembranal
existente entre la matriz mitocondrial y &l espacio intermembranal y con ello en la
susceptibilidad o resistencia de una célula frente a diferentes estimulos apoptdticos (23,39).

La pérdida del potencial electroquimico es una caracteristica del proceso apoptético (24).
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La observacion de que los miembros de la familia Bel-2 pueden interaccionar entre
ellos v en algunos casos con proteinas distintas a las de esta familia generd la idea de que
estas proteinas actuaraa como proteinas secuestradoras. Algunas observaciones sugieren
que los miembros anti-apoptéticos como Bel-2 y Belxl podrian evitar la funcién de
proteinas tales como Bax por medio de la dimerizacion, ¢ de ofras proteinas no homélogas
como cinasas y fosfatasas. Algunos estudios parecen indicar que Bel-2 situado en los poros
nucleares impide el acceso de pS3 a dicho organelo, fo que podria ser parte de su
mecanismo de accién anti-apoptotico. De forma alternativa, la capacidad de estas proteinas,
y especialmente de los miembros anti-apoptéticos de interaccionar con proteinas\ ajenas a
esta familia podria permitir la interaccién entre proteinas distintas en la superficie
mitocondrial, por ejemplo, de cinasas con proteinas pro-apoptdticas, regulando su actividad
mediante reacciones de fosforilacion (23,32).

La posible funcién como chaperonas por parte de los miembros de la famitia Bel-2
surgi6 al observar que algunas de estas proteinas se localizan en la membrana externa
mitocondrial y que la flexibilidad del apo-citocromo c, misma que permite su esponténea
insercion efi la membrana externa mitocondrial, se perdfa al incorporarse el grupo hemo a
la molécula, se especula que miembros de la familia Bel-2 pueden intervenir en el
plegamiento del citocromo ¢. Otra alternativa es que fincione come “portero molecular™
trabajando en concierto con un sistema de chaperonas y regulando en transito de moléculas
enire un compartimento y otro. Esta actividad le permitiria controlar procesos como la
liberacién del citocromo ¢, el movimiento de proteinas en el reticulo endoplasmico y el

transporte de factores de transcripcion en el micleo. La regulacion de Bel-2 a través de la



fosforilacién, por medio de la interaccion con otras proteinas o por protedlisis, podria
transformaria de un inhibidor 2 un mediador del transito molecular transmembranal (23,39).

Bcl-2 impide Ia liberacién de prctciﬂas apoptogénicas como el citocromo ¢ de la
mitocondria, también impide la oxidacién del lipido de la membrana interna mitocondrial
cardiolipina y el desacoplamiento de la cadena respiratoria, eventos que finalmente podrian
estar relacionados con un incremento en la permeabilidad de kas membranas mitocondriales
(24).

Se cree que los miembros de la familia Bel-2 son capaces de registrar diferentes
formas de dafio celular v sefiales tanto intracelulares como extraceiulares e integrar todas
ellas para finalmente decidir si la célula es ¢liminada o no. Un modelo propuesto sugiere
que los miembros de la familia Bcl-2 integran las sefiales pro- y anti-apoptoticas que recibe
una célula, sean sefiales intra o extracelulares, en este proceso de integracion de sefiales
habria una competencia entre los miembros pro-apoptGticos y los anti-apoptéticos, por
ejemplo, se ha sugerido que miembros anti-apoptéticos como Bel-xl podrian interaccionar
con Apaf-1 (34), secuestrindolo y manteniéndolo en una forma inactiva, proceso semejante
al que ocurre en C. elegans, donde Ced-4, homdlogo de Apaf-1, actiia como puente entre
Ced-9, homélogo de Bel-2, y Ced-3, homélogo de las caspasas; la separacion de Ced-9
provaca la activacién de Ced-3 por Ced-4, tal separacién podrian inducirse por alghn
miembro de la subfamilia BH3 de promotores de muerte celular que presente una alta
afinidad por Bel-2. Los miembros pro-apoptiticos facilitarian fa liberacion de Apaf-l
posiblemente al interaccionar el dominio BH3 de éstos con proteinas tipo Belxl e

induciendo un cambio en su conformacion, una vez liberado Apaf-1 y en presencia del
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citocromo ¢ y de ATP (24), Apaf-1 interaccionaria con la procaspasa-9 (34}, activandola e
iniciando la cascada de reacciones que conducirian al desmantelamiento de la célula (31).
En un modelo se propone que la formacién de homodimeros de Bax favorece el que
una célula experimente apoptosis, mientras que la heterodimerizacion de Bax con otras
proteinas tales como Bel-2 y Bel-x! anula ia capacidad pro-apoptotica de Bax, de este modo
el nivel de proteina pro y anti-apoptéticas podria actuar como un redstato que controla hasta

cierto punto el destino de un célula (37).

IL.5.- FAMILIA BCL-2 Y CANCER COLORRECTAL

En el epitelio colénico normal Ja expresion de Bcl-2 se restringe al tercio inferior de
las criptas intestinales (zoma de células basales) reduciéndose su nivel de expresién
conforme las células migran  los sitios de contacto con la luz intestinal, lo que sugiere una
funcién de esta proteina en la regulacién del tiempo de vida de las células y por lo tanto un
papel en la regulacién del nimero de células en este tejido, las cuales se sabe que
experimentan apoptosis al ser eliminadas hacia la luz intestinal {73,74,76,80).

Hasta ahora, nto existe un acuerdo con respecto al comportamiento ¢ importancia de
los genes bel-2 y bax en el cancer colorrectal. En reportes en los que se evallia la expresion
de Bel-2 a nivel de proteina en adenomas se observa que entre el 71 y el 86% expresan la
proteina, en los carcinomas el porcentaje de reactividad varia desde €} 22% (95) hasta el
92% (73, 74, 80), ademas, lineas celulares de adenoma y carcinoma colorrectal presentaban

variaciones en la expresién de Bel-2. En la evaluacion de la expresion de Bel-2 en



carcinomas y adenomas, se observé que a diferencia de lo que ocurre en el tejido normal, la
expresion no presentaba el gradiente de expresién de la zona basal 2 la zona apical, si no
que presentaba una distribucién irregular. Esta aparente expresion descontrolada de Bcl-2,
observada tanto en adenomas como en carcinomas, sugiere que la alteracion de la expresion
de Bel-2, podria ser un evento temprano en el desarrollo del cancer colorrectal (73,74.80) y
el mantenimiento de su expresion en etapas avanzadas podria favorecer fa progresion
tumoral y explicar porqué el cancer colorrectal es especialmente dificil de tratar por los
farmacos quimioterapicos convencionales (73,79). Por otro lade, existen reportes en los que
la mayor expresion de Bcl-2 se ha asociado a una mejor evolucion del cancer colotrectal
(75, 80, 95).

En general se acepta que el proceso de transformacién del epitelio colorrectal con
frecuencia va acompafiado de una inhibicion de la apoptosis (76), este fendmeno parece ser
gradual; conforme el tejido progresa de la normalidad a carcinoma, pasando por adenoma,
el porcentaje de células susceptibles a morir por apoptosis se reduce, y esto, en algumos
casos, se ha relacionado directamente con la mayor expresion de Bel-2 (76). La expresion
de Bel-2 en adenomas y carcinomas se relaciona pues, con una menor susceptibilidad 2 la
apoptosis, sin embargo, no todos los carcinomas y adenomas expresan Bel-2 (73,78) y en
algunos casos su expresién se detecta en adenomas pero no en carcinomas derivados de
estos adenomas (78), estas observaciones han llevado a proponer que existe una pérdida de
expresion de Bcl-2 conforme el tumor progresa a etapas mas avanzadas {78,79), esta
pérdida de expresién de Bcl-2, en general coincide con la sobre-expresién de p33 (78,79), v
en ciertos estudios ¢n los que se clasificé a los carcinomas como Bel-2 +/p53 — o Bel-2 -

/pS3 +, estos tltimos presentaron un fenotipo mas agresivo. Esto se ha asociado a fa
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presencia de mutates de p33, las cuales pueden bloquear Ia expresién de Bel-2 pero no
inducir apoptosis (78,79,80).

Al evaluar por inmunohistoquimica la expresién de varios miembros de la familia
Bel-2 en tejido normal, adenomas y carcinomas (81), se obtuvo el perfil de expresion que

se muesira en la tabla 2:

TABLA 2.- NIVELES DE EXPRESION DE DIFERENTES MIEMBROS DE LA

FamMiLlA BCL~2 EN TEJIDO NORMAL, ADENOMATREO Y NEOPLASICO.

Gen Nivel de expresion
Bcl-2 Tejido normal > adenomas > carcinomas
Bax Adenomas > carcinomas > tejido normal
Bel-xd carcinomas > adenomas > tejido normal
Mcl-1 Adenomas = tejido normal > carcinomas
Bak Tejido normal > adenomas = carcinomas

Estos datos muesiran una relacion inversa en la expresién de Bel-2 y Bel-xl, con
Bel-x! incrementando su expresién conforme las caracteristicas del tejido se vuelven més
agresivas y Bel-2 reduciendo su expresion conforme ¢l tejido evoluciona a neoplasia, estos
resultados concuerdan con los de otros estudios en los que la expresién de Belxl tanto a
nivel de protefna como de ARNm se incrementa en carcinomas (82), mientras que ¢l nivel
de ARNm de bcl-2 es indetectable tanto en tejido normal como en tejido canceroso. Por
otra parte, al evaluar la expresion de Bax por inmunohistoquimica, se observa una
distribucion difusa en los tumores mientras que en el tejido normal su expresién predomina
en la zona apical del epitelio intestinal, lo que sugiere que también la expresién de este

miembro de la familia Bel-2 podria estar alterada en el cancer colorrectal, sin embargo, al
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comparar el nivel de expresion entre tejido normal v carcinomas, Bax estd apenas
ligeramente sobre-expresado en el tejido tumoral.

Bak ha sido considerado como uno de los principales promotores de la apoptosis en
el epitelio intestinal y las investigaciones indican gue su expresién se encuentra reducida en
carcinomas (81,82), esto, junto con la observacion de que Bel-x] incrementa su expresidn
en este tipo de tejido ha sugerido que el dio Bel-xl/Bak podria ser mas importznte que Bcel-

2/Bax en el cancer colorrectal {82).

I1.6.- FAMILIA BCL-2 Y CICLO CELULAR

Se ha reportado que Bcl-2 afecta la progresion del ciclo celular en cierias células. Se
ha observado que siempre que la sobre-expresion de Bel-2 bloquea la apoptosis, las células
sobrevivientes se acumulan en una etapa GO/G1 (55). Una observacidn que parece apoyar
la intervencion de Bel-2 en el ciclo celular proviene de estudios realizados empleando
timocitos murinos transgénicos para Bel-2. Se sabe que esta proteina inhibe Ia muerte de
estas células fremte a diversos estimulos apoptdticos; sin embargo, no se¢ preseata una
acumulacion excesiva de este tipo de células en el animal, esto puede entenderse mejor si se
considera que ademas de inhibir apoptosis, Bel-2 también bloquea Ia proliferacién celular
al impedir la progresion del ciclo celular.

Bcl-2 retarda la entrada al ciclo celular en células que se encuentran iniciaimente en
un estado GO, como linfocitos T v B antes de su activacion (55) v acelera la salida del

mismo bajo ciertes circunstancias, esto Glimo se observo en estudios en los que se indujo Ia
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diferenciacién de células pertenecientes a la linea celular de leucemia pro-mielocitica
HL60, donde Bel-2 acelers la salida det ciclo celular hacia GO. En este mismo estudio se
observé que la actividad anti-apoptética de Bcl-2 es independiente de su capacidad para
favorecer la salida del ciclo celular (36). Vale la pena sefialar que las células que
sobreviven o que ven afectado su ciclo celular por sobre-expresién de Bel-2 generalmente
son sometidas a tratamientos que las afectan de algiin modo u ofro, como el retiro de {L.-3 a
células dependientes de esta citocina, exposicion de células promielociticas a agentes
induciores de Ia diferenciacion, induccion de GO por concentraciones bajas de suero o
activacion antigénica de linfocitos T y B. La sobre-expresion de Bel-2 en células que
estaban continuamente en ciclo celular no afect$ la progresién del mismo, aunque existe
una excepcion que se presenta en la linea celular SW480 de carcinoma de colon, en la cual
la sobre-expresion de Bcl-2 no solo retarda la entrada de las céhulas al ciclo celular, sino
que bloquea de manera significativa la proliferacion celular {55). Estos estudios muestran
también que la sobre-expresion de Bel-2 no conduce a una acumulacion de células porque
Ia mayor supervivencia celular se ve compensada por la menor tasa de proliferacién al
inducir Bcl-2 1a detencién del ciclo celular. La capacidad de Bel-2 de detener el ciclo
cetular puede contribuir a su baja oncogenicidad, de esta manera una célula que sobre-
expresa Bel-2 si bien ve prolopgada su sobrevivencia, también ve reducida su tasa de
proliferacion (50).

Bax o parece reducir el efecto de Bel-2 sobre el ciclo celular (53) vy en células que
sobre-expresan Bax «, se ve incrementado el ntimero de c€lulas en ciclo celular y se acelera
Ia entrada a la fase S, al menos en timocitos de ratén, en los cuales también se observa una

reduccion en el nimero de células en GO/G1 (58).




En ratones que sobre-expresan Bel-2 se han observado bajos niveles de la proteina
cde2, que es la subunidad catalitica de ciertos compleios ciclinas-cinasas dependientes de
ciclinas (ciclina-cdk) y que permite a una célula entrar a la fase S o a la fase M, sin
embargo, 1o sc sabe si esto es causa o efecto del arresto del ciclo celular. Cuando células T
de ratones transgénicos para Bel-2 son estimuladas con mitdgenos, la proteina Rb
permanece en su estado hipofosforilado (55,57), lo que implica que los complejos ciclinas-
edk, algunos de los cuales fosforilan a Rb, permanecen inactivos por un periodo de tiempo
prolongado en células transgénicas para Bel-2, posiblemente debido a la presencia de
inhibidores de ¢cdk’s como p27 o p16 (59), al estar blogueados los complejos ciclinas-cdk’s,
Rb no se fosforila, por io fanto el factor de transcripcion E2F se encuentra secuestrado y no
pueden ser transcritos genes necesarios para la iniciacién de la fase § (59). En células T
sobre-expresando Bel-2 también se ha observado que los niveles del mhibidor de cinasas
dependientes de ciclinas p27 permanecen elevados después de la activacion cuando en las
células normales es degradado durante G1. Por otro lado, fa vartacion en los niveles de otro
inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas p2l, no se ve alterada por Bel-2, estos
inhibidores se cree que podrian interconectar eventos de transduccién de sefiales con las
cinasas dependientes de ciclinas (cdk) que fosforilan substratos como la proteina Rb. Bel-2
también parece impedir la traslocacién nuclear del factor de transcripcién NFAT, mismo
que se requiere para fa optima produccién de IL-2, citocina que actia como factor de
crecimiento y permife la progresion del ciclo celular al ser ndispensable para que una
célula T progrese a la fase S (37).

Reportes recientes indican que la region del asa no conservada jocalizada entre los

dominios BH3 y BH4 es la implicada en la regulacién del ciclo ceiular por Bel-2. Se ha
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reportado también que otros miembros de esta familia, como Bel-xiy E1B9kD retardan la
entrada al ciclo celular en ciertas células (55).

Todos estos datos apoyan una relacién entre ciclo celular, familia Bel-2 y apoptosis,
posiblemente a través de proteasas que actian rio abajo del punto de accién de Bel-2 y Bax,
las cuales son necesarias tanfo para activar otras proteasas con funciones apoptéticas o
proteinas tales como p27. La observacion de que fos niveles de ARNm para bel-2, bax y
bel-x] se ven incrementados por Ia presencia de factores de crecimiento (58) sugieren que

estas proteinas desempefian un papel en la progresion del ciclo celular.

11.7.- RAZON BCL-2/BAX

En estudios anteriores realizados en cancer de vejiga se observo que la razon de
expresion bel-2/bax a nivel de ARNm se relacionaba con la evolucion de la enfermedad,
encontréndose que una mayor expresion del gen anti-apoptdtico {razdén mayor que 1.0) se
asociaba a un mal pronéstico de Ia enfermedad, mientras que se encontraba una evolucion
mas favorable para el paciente si habia una mayor expresion del gen pro-apoptético (razén
menor que 1.0) (87). Los pacientes con fumores con una mayor expresion de Bel-2
presentaron mayor frecuencia de recurrencias tempranas, mientras gue los pacieates cuyos
tumores tenfan una mayor expresion de Bax gencralmente no presentaban recurrencias.

Al medir el nivel de expresién de Bel-2 y Bax por inmunchistoquimica en linfomas,
Tos resultados mostraban que los tamores clasificados como indolentes por su resistencia a

la quimioterapia, en general presentaban una razon Bel-2/Bax elevada (razdn mayor que 1),
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mientras que los linfomas clasificados como agresivos tenian una razdn Bel-2/Bax cercana
a cero y respondian rapidamente a la quimioterapia, teniendo una tasa de curacién de entre
el 30% y el 50% (88).

Midiendo el nivel de expresion de las proteinas Bel-2 y Bax por citometria de flujo
en células B de pacientes con leucemia linfocitica cronica de células B, se observo que las
células de pacientes con enfermedad avanzada que habian sido tratados con clorambucit
presentaban una razén Bel-2/Bax que se situd entre 2.79 y 0.97; en el grupo de pacientes
con enfermedad avanzada que no habian sido tratados, la razén Bel-2/Bax se situd entre
1.05 vy 0.22, mientras que las células de los individuos sanos empleados como control
presentaban valores entre 0.38 y 0.17. En los individuos enfermos tratados se observéd que
los mayores valores de la razon Bcl-2/Bax comespondian a pacientes cuyos turmores
presentaban también resistencia in vivo e int vitro al clorambucil (89), ademds, las células B
de los individuos control mostraron los més elevados niveles de Bax (89,90).

Otros estudios en los que se determind el nivel de expresion de Bel-2 y Bax por
Western blot muestran también que una mayor expresion de Bel-2 se asocia con farmaco-
resistencia (91).

El céncer testicular es uno de los pocos canceres curables ain cuando se hayan
desarrollado metastasis y responde muy bien a la quimioterapia. Este tipo de céncer
presenta una relacién Bel-2/Bax cercana a cero con elevados niveles de Bax y niveles casi
indetectables de Bel-2, ademds presenta un gen p53 normal, estas caracteristicas podrian

favorecer la apoptosis de las células cancerosas (92).
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En el presente trabajo se estudia la expresion de los genes bel-2 y bax en tejido
colorrectal tumoral y tejido colorrectal normal proveniente de pacientes mexicanos. Esta
evaluacién se realiza a nivel de ARNm y se busca determinar diferencias en la expresion de

estos genes entre uno y otro iejido.



II1.- OBJETIVO

Determinar semicuantitativamente el grado de expresion de los genes bei-2 y bax a
nivel de ARNm en muestras de tumores colotrectales y sus respectivos controles, obtenidas

de pacientes mexicanos, a fin de detectar posibles diferencias en la expresion de estos genes

antra
onire

IV.- HIPOTESIS

bel-2 y bax participan en funciones anti-apoptéticas y pro-apoptéticas. La sobre-
expresion de uno de estos genes puede favorecer la sobrevivencia (bel-2) o la muerte
celular (bax), de acuerdo a lo reportado en la literatura.
En el caso de tejidos tumorales avanzados podria esperarse preferencialmente scbre-
expresion de bel-2 sobre bax, que es un gen anti-apoptdtico. Ademds, dada la existencia de
trancritos alternativos para estos genes, es posible que se presenten bandas adicionales a las

esperadas una vez realizada la electroforesis de ADN.
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IIL.- OBJETIVO

Determinar semicuantitativamente el grado de expresion de los genes bel-2 y bax a
nivel de ARNm en muestras de tumores colorrectales ¥ sus tespectivos controles, obtenidas

de pacientes mexicanos, a fin de detectar posibles diferencias en la expresion de estos genes

entre tejido tumaoral v tell

IV.- HIPOTESIS

bel-2 y bax participan en funciones anti-apoptdticas y pro-apoptéticas. La sobre-
expresion de uno de estos genes puede favorecer la sobrevivencia (bei-2) o la muerte
celular (bax), de acuerdo a lo reportado en la literatura.
En el caso de tejidos tumorales avanzados podria esperarse preferencialmente sobre-
expresion de bel-2 sobre bax, que es un gen anti-apoptdtico. Ademas, dada la existencia de
tranctitos alternativos para estos genes, es posible que se presenten bandas adicionales a las

esperadas una vez realizada la electroforesis de ADN.
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V.- METODOLOGIA

V.1.- EXTRACCION DEL ARN:

Antes de proceder a explicar cada una de las ctapas, se mencionara que el ARN es

degradado por enzimas denominadas RNasas o ribonucleasas, las cuales son ubicuas y

generalmente 1o requieren de cofactores, debido a ello todo el material que se emplea es

material de vidrio estéril, material de plastico desechable y soluciones tratadas con

dietilpirocarbonato (DEPC), que es un iohibidor de estas enzimas (42).

V.1.1.- Extraceién del ARN total:

Material:

1 Termo

1 Pinzas de diseccién

i mortero con pistilo

Tubos de ensayo estériles

Tubes Eppendorf de 1.5 mL estériles
Tubos Eppendorf de 0.5 mL estériles
Micropipeta de 1 mL

Micropipeta de 200 L

Micropipeta de 20 pL

Puntas para micropipeta estériles
Baiio de hielo

Gasas estériles

* Ver en Apéndice composicién y preparacion

Equipo:

Homogeneiiador de tejido
Vértex

Centrifuga refrigerada

Desecador

Reactivos:

Nitrégeno lquide
Trizol

Cloroformo
[sopropanol

Etanol al 75% libre de

ribonucleasas
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La extraccion del ARN se hace por la téenica del Trizol (Life Technologies), éste
reactivo permite extraer selectivamente el ARN total con un alto rendimiento. El proceso

que se sigue es {42):

1.- Se prepara el homogeneizador de tejido, lavindolo inicialmente con agua desionizada
no estéril, después con etanol al 75% libre de ribonucleasas v finalmente se enjuaga con

Trizol.

2.- Se coloca 1 ml de Trizol en los tabos de ensayo que vayan a utilizarse, manteniéndolos

en bafio de hielo, cada uno junto a un tubo Eppendorf debidamente etiquetado,

3.- Preparado el material se saca el tejido del nitrégeno liquido, colectando un poco del

nitrégeno y colocando en €l el recipiente que contiene al tejido.
4.- Fl tejido se coloca en el mortero, este paso debe realizarse lo mds rapidamente posible

para evitar el descongelamiento de la muestra y la posible degradacion del ARN debido a la

activacidn de las ribonucleasas enddgenas.

5.- Una vez en el mortero, se mantiene congelada la muestra de tejido agregando de manera

continua nitrégeno liquido sobre ella, simultancamente se empieza a triturar con el pistilo.

6.- Ya friturada, se ponen alrededor de 50-100 mg de tejido en cada tubo de ensayo que

contenga | mL de Trizol y se homogeneiza.
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7.- El homogeneizado se transfiere a un tubo Eppendorf limpio y estéril y se deja reposar

por 5 minatos para favorecer la disociacién de los complejos de nucleoproteina.

8.- Posteriormente se adicionan 0.2 ml de cloroformo por cada mililito de Trizol
ernpleado, se cierra el tubo perfectamente bien y se agita en vortex por 15 segundos,
después de ello se deja reposar por 2-3 minutos en bafio de hielo.

9.- Se centrifuga a 12,000 g 2 4°C por 15 minutos.

10.- Después de la centrifugacion, el homogeneizado se separa en dos fases, la fase
superior, que es la acuosa ¥ la que contiene al ARN se transfiere a un tubo Eppendorf

limpio y estéril.

11.- Se adicionan al tubo que contiene la fase acuosa 0.5 ml de isopropanol por cada mil.

de Trizol empleado en la homogeneizacion, esto se hace para precipitar al ARN.

12.- Se mezcla y se deja reposar la muestra por 3-10 minutos.

13.- Se centrifuga 2 12,000 g como méaximo por 10 minutos a 4°C. Al final de la

cenirifugacion se debe observar un pequefio botdn blanco en el fondo del tubo.
14.- Se elimina el sobrenadante y el botén de ARN se lava con etanol al 75% libre de

ribonucleasas, adicionando al menos 1 mL de etanol al 75% por cada mililitro de Trizol

empleado en la homogeneizacion y agitando con vortex.
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15.- Posteriormente el tubo de lavado se centrifuga a 7,500 g como méximo por 5 minutos a

4°C.

16~ Una vez lavado, se elimina el sobrenadante y el boton (o pellet) se deja secar
brevemente al aire (impidiendo una posible contaminacién por ribonucleasas). No debe

dejarse secar totalmente porque se reduce en gran medida su solubilidad.

17.- Et ARN asi obtenido se redisuelve en agua inyectable en un volumen de 15 a 45 pL.
dependiendo del tamafio de la pastilla obtenida, Puede usarse ef vortex o pipetearse varias
veces para acelerar Ia disolucién. En algunos casos puede requerirse de una incubacion de

10 a 15 minutes a 55-60°C para disolver las muestras de ARN.

V.12 Determinacién de la pureza, concentracién e integridad del ARN

obienido:
Materiai: Reactivos:
Micropipeta de 1 mL Amortiguador de corrida (MOPS)*
Micropipeta de 200 uL Amortiguador de carga para ARN*
Micropipeta de 20 pL Agarosa
Puntas para micropipeta estériles Formaldehido
Piseta Solucién de bromure de etidio™

Cémara de electroforesis
Matraz. Erleruneyer de 250 mi Equipo:

Matraz Erlenmeyer de 500 mL Espectrofotdmetro

* Ver en Apéndice composicién y preparacion.
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Espatula Celdas de cuarzo

Probeta Fuente de poder

Flotadores Balanza
Horno de microondas
Bario de agua a 65°C
Bafio de hielo
Centrifuga para twbos Eppendorf
Transiluminador

Lentes de seguridad

Una vez que se tiene la suspension de ARN se realiza lo siguiente (42):

1.- Inicialmente se determina la pureza del ARN obtenido, esto se hace obteniendo
las lecturas a 260 nm v a 280 nm, el cociente Azse/Asg debe ser al menos de 1.8, sies
menor puede deberse a una contaminacién por proteinas o por fenol y no serd posible
realizar una cuantificacion exacta del ARN obtenido. Si el valor ¢s menor de 1.6 la muestra
debe ser reextraida nuevamente con trizol. La conceniracidn se calenla considerando que
una lectura de absorbancia de 1.000 corresponde a 40 pg de ARN por mL.

Antes de leer en el espectrofotdmetro, la muestra se diluye 1:250, tomando por
ejemplo 2 uL y llevandolos a 500 pL. Para calcular su concentracién se toma en cuenta ¢l
factor de dilucion, la lectura a 260 nm y, como ya se menciond, que una lectura de
absorbancia igual a 1.000 corresponde a aproximadamente 40 ug de ARN por mL (40
pg/ml.) (42). A continuacion se presenta vn ejemplo de cémo se calculé la concentracion:

Datos:
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Dilucién de {a muestra: 1:250

Volumen tomado de la muestra: 2 plL

Volumen final de la muestra: 500 ul

Una lectura de Absorbancia de 1.000 equivale a 40 ug/mL de ARN.

Inicialmente se determina qué concentracion corresponde  la lectura de absorbancia

que se obtuvo a 260 nm, que es fa lectura correspondiente a Jos dcidos nucleicos:

¢ bg/mlL = (0.749)({40 pg/mL}/1.000)
i, ng/mb =29.96 pg/mlL
Diespués se determind la cantidad tial de ARN que se tenia en la dilucion, cuyo
volumen total era de 500 pl:
Jug =500 pL (29.96ug/1000u1)
g =1498 ug
Tomando en cuenta que esa cantidad estaba contenida originalmente en los dos uL

de muestra que se tomaron para hacer la dilucion, se caleulé entonces cudntos yg de ARN

se tendrian en la solucién de ARN original:

phg =1 pL (14.98 pg2 ul)
tug =745 pg/ul

La pureza y concentracién se determina por triplicado para cada muestra.
Si la pureza es Ja adecuada se procede a determinar la integridad del ARN.

La integridad se evalia mediante una electroforesis (42). Para realizarla se requiere

de:
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*Un amortiguador de corrida (MOPS)
*Un amortigpador de carga para ARN
*Gel de agarosa conteniendo formaldehido

*Preparacién de la muestra

La electroforesis se realiza sumergiendo el gel en una solucion buffer o solucién
amortiguadora que confiera la fuerza iénica adecuada, ademds se necesita una solucién
amortiguadora que permita cargar la muestra en el gel, esta solucion recibe el nombre de
buffer de carga.

El amortiguador de cotrida para ARN puede adquirir up color amarillento si se
expone a Ia luz o si se esteriliza en auwtoclave. El buffer amarillo paja puede trabajar bien,

pero el mas oscurecido no lo hard.

El amortiguador de carga confiere las siguientes caracteristicas a Ja muestra(42):

- Incrementa la densidad de la muestra asegurando que la gota permanezca en el
pocillo del gel.

- Agrega un color a la musestra, simplificando el proceso de carga ¥ permitiendo el
monitoreo del avance de la electroforesis.

Para realizar la electroforesis del ARN se preparan geles de agarosa al 1%
conteniendo formaldehido, ademés, 12 muestra se prepara antes de cargarla en el gel. A

continuacién se indica ia composicion del gel (42):

Agarosa 1%

Formaldehido 12.3 M 17%
Amortiguador de corrida 5X 20%
Agua libre de RNAsas 62%
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El grosor del gel de preferencia no debe ser mayor 2 0.5 cm.

Para prepararlo se sigue el siguiente procedimiento:

Inicialmente se prepara la camara de electroforesis de la siguiente manera:

a) Se lava escrupulosamente con una solucion detergente no muy concentrada,
enjuagando con abundante agua.

b) Se enjuaga con agua destilada.

¢) Se enjuaga con agua tratada con DEPC.

d) La superficie sobre la que se va a moldear el gel se limpia perfectamente bien con
ctanol.

&) Fl peine se ajusta para que quede 2 la altura deseada (no debe tocar la superficie
sobre la que se va a moldear el gel, debe haber un espacio de aproximadamente 2 mm entre

12 superficie y el peinel.

Una vez preparada la camara se hace lo siguiente:

1.- Se adiciona la cantidad necesaria de agarosa en un matraz Erlenmeyer de

volumen adecuado.

2.-Se adiciona la cantidad necesaria de agua tratada con DEPC y se le pone al

matraz un tapon para evitar la evaporacion excesiva de agua.

3.- Se pesa el matraz conteniendo el agua y la agarosa para conocer la cantidad de

agua que se pierde por evaporacion.

4.- Se lleva a la campana el formaldehido v la cantidad de amortignador de comrida

5X que vaya a requerirse.
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5.- Se prepara la superficie sobre la que se va a verter el gel, colocandola sobre

papel v en una superficie lisa.

6.- Se calienta el matraz que contiene el agua y la agarosa por un tiempo adecuado,

cuidando de que el liquido no hierva demasiado como para que toque el tapda.

7.- Una vez calentado el tiempo suficiente, se verifica rapidamente que la agarosa

este totalmente disuelta y que la solucién no presente particulas extrafias.

8 .- Rapidamente se pesa el matraz determinando la cantidad de agua que perdié por

gvaporacién y reponiéndola.

9- Se lleva 2 la campana, dejando enfitar el contenido del matraz a 60°C
aproximadamente y entonces de adiciona el volumen necesario de buffer de corrida 5X y se
mezcla.

10.- Se adiciona el volumen necesario de formaldehido y se mezcia.

11.- Rapidamente s¢ moldea el gel sobre la superficie a utilizar.

12.- Se deja solidificar en la campana de extraccion por al menos 30 minutos, a

temperatura ambiente, protegiéndolo del polvo u otra posible fuente de ribonucleasas.
PRECAUCION: E! formaldehido es volatil, irritante y es un potente mutageno. El

formaldehido deberd trabajarse en la campana. El bromuro de etidio es un potente agente

mutagénico y debera evitarse todo contacto con €1,
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Mientras se solidifica e} gel se prepara la muestra, esto se hace de la siguiente

manera (42):

{ -Se mezcla o siguiente en un tubo Eppendorf:

- Solucién conteniendo el ARN (arriba de 3 pg) el vol. necesario
- Amortiguador de corrida 5X (MOPS) 2.0 pl

- Formaldehido 35l

- Formamida 10.0 gL

2.- La mezcla se incuba por 15 minutos a 65°C y pasado este tiempo se enfifa en

hielo.

3.- Se centrifuga el tbo por 5 segundos para depositar el fluido en el fondo del
mismo,

4 - Se adicionan 2 pL de amortiguador de carga para ARN.

5.- Se adiciona 1 L de solucién de bromuro de etidio.

6.- Se mezcla.

Solidificado el gel y preparada la muestra, se procede a efectuar la electroforesis,
parz ello lo que se hace es:

1.- Se prepara la cantidad necesaria de amortiguador de corrida 1X para ARN.

2.- Se llena la cAmara de electroforesis.

3 .- Se sumerge el gel.

4.- Se cargan las muestras.

5.- Se corre a 60 V hasta que el frente de colorante haya avanzado 3/4 de la longitud

total det gel.



6.- Se corta la corriente eléctrica, se extrac cuidadosamente el gel y se observa en ef

transiluminador, protegiéndose el observador de la radiacién ultravioleta. S1 el ARN esta

integro, deberin observarse claramente dos bandas correspondientes a los ARN

ribosomales 285 y 183.

V.2.-RT-PCR

V.2.1.- Reaccion de la transcriptasa inversa (46).

Material: Equipo

Micropipeta de 200 pL Termociclador (Perkin Elmer 2400)
Micropipeta de 20 pL, Bajio de hielo

Puntas para micropipeta estériles Campana de flujo laminar

Guantes de latex

Tubos para PCR

Reactivos:
Enzima M-MLVRT 200 U/pl (Life Technologies)
Ditiotreitol (DTT, 0.1M, Life Technologies)

Arortiguador de reaccién 5X (Tris-HC1 250 mM pH 8.3, KCt 375 mM, MgCl; 13

mM) (Life Technologies)

DNTPs 10 mM (Perkin Elmer)
Oligo(dT) 0.1 ng/pL (Life Technologics)
Agua inyectable (USV Grossman)
Solucion con ARN (1 pg/pl)

62



Se preparan inicialmente diluciones de los ARN a analizar con una concentracion

aproximada de 1 pg/nL.

La reaceidn se Heva a cabo en un volumen de reaccion de 20 pL, mezcléndose los

reactivos en el siguiente orden v en las cantidades indicadas:

Agua inyectable 7 uL
Amortiguador 5X 4l
DTT 2ul
dNTPs 1ulL dec/u
Oligo(dT) 1 uL
ARN 1pb
M-MLVRT 1pL

Para reducir la posibilidad de contaminacién, esto se hace en la campana de flujo
laminar, empleando tubos de PCR, guantes y cubrebocas, la enzima se saca del congelador
en el momento preciso en el que se vaya a utilizar (46):

Las concentraciones de los diferentes componentes en la mezcla de reaccidn se

indican a continuacion:

REACTIVO CONCENTRACION

Aumortiguador (Tris-HCI, KCI, MgCh) IX (30 mM, 75 mM, 3 mM
respectivamente)

DIT 10 mM.

dNTPs 500 puM cfu

oligo{dT) 10 ng/uL

Enzima M-MLVRT 200U

ARN 50 ngful
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Se debe incluir un control negativo, et cual consistird en un tubo que Hevard todos
los componentes excepto el ARN.

Una vez hecha la mezcla de reaccidn, ésta se incuba a 37°C por una hora en el
termbciclador. Pasado ese tiempo, se enfria en hielo y estd [ista para emplearse en la

reaccion de PCR.

V.2.2.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

Material: Equipo:

Micropipeta de 200 pl Termociclador (Perkin Elmer)
Micropipeta de 20 pl. Bafio de hiclo

Puntas para micropipeta estériles Campana de flujo laminar

Guantes de latex

Tubos para PCR

Reactivos;

Taq polimerasa 5 U/pL (Biotecsa SA de CV)

Agua inyectable (UV Grossman)

Amortiguador de reaccién con Mg 10x (Bioselec)
Desoxirribonuciedtidos trifosfatados (dNTPs) 10 mM (Perkin Elmer)
QOligonucledtidos 10 pM

Muestra con cDNA



Los genes con los que se trabajé son bel-2, bax y B-2-microglobulina, éste
ultime, al ser un gen de expresion constitutiva, se utilizé como conirol de expresion. La

secuencia de los oligonucleétidos especificos de cada uno de ellos se presenta en la tabla 3.

TABLA 3: SECUENCIA DE LOS OULIGONUCLESTIDOS EMPLEADOS EN LA
AMPLIFICATCION DE LOS GENES 8CL-2, BAX Y BZM

Gen Oligonucledtido Secuencia
bet2 Con sentido 5-GTG GAG GAG CTC TIC AGG GA-¥
-2

Antisentido 5’-AGG CAC CCA GGG TGA TGC AA-3°

B2m Con sentido 5°-TTA GCT GTG CTC GCGCTA CIC TCT C-3°
Antisentido 5°-GTC GGA TTG ATG AAA CCC AGA CAC A-3

bax Con sentide 5°-GGC CCA CCA GCT CTG AGC AGA-3°
Antisentido 5’-GCC ACG TGG GCG TCC CAA AGT-3’

El procedimiento que se sigue para realizar una reaccién de PCR es el siguiente
{46):

Preparacion de la mezcla de reaccidn.

Se debe trabajar en una zona limpia libre de corrientes de aire, con guanfes y
cubreboca, de preferencia en una campana de flujo laminar, todo el material utilizado debe
estar limpio y estéril, los reactivos deben mantenerse en un bafio de hielo.

Inicialmente se prepara un mezcla o coctel con las cantidades de reactivos

necesarias para €l nimero de muestras a correr, el cual contendré todo menos el ADN a
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amplificar. Se sugiere preparar un ligero exceso de este coctel. El volumen de cada reaccion

serd de 50 ¢l

Las concentraciones a utilizar de los diferentes componentes son:
Mg 1.5 mM

Amortignador de reaccion: 1X

dNTPs: 200uM

Oligonuclestidos: 1 pM

Solucién con cDNA producto de la RT: 5 pL

Tag pol: 1.250

Los componentes de una mezcla de reaccién se mezclan en un tubo Eppendorf en el

siguiente orden y cantidades.

1.- Agua inyectable estéril 26 uL

2.- Amortiguador de reaccién 3.75uL
3.-dNTPs 4 uL (1 pl dec/u)

4.- Oligonucleétido sense 5uL

5.~ Oligonucledtido antisense 5 uL

6.- Tag pol 1.25 bl

7.- Se mezcla suavemente

Esta cantidad puede ser multiplicado por 2, 3 o cualquijer otro factor dependiendo
del nimero de reacciones de 50 ul. que se vayan a correr.

Preparada esta mezcla se procede a distribuirla en tubos especiales para PCR de
acuerdo al volumen de reaccién que se tenga planeado utilizar, en este caso, puesto que se

emptearan 50 ul por reaccion, se colocan 45 pl de esta mezcla en cada tubo.
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Posteriormente, se agrega el ¢cDNA de la muestra biologica en la cantidad adecuada,
en este caso se agregan 5 pL del producto de RT.

La Taq-pol se debera conservar a -20°C el mayor tiempo posible, sacéndola del
congelador en el momento preciso en que vaya a utilizarse.

Generalmente se prepara un ligero exceso de la mezcela para garantizar que no faite
volumen. A uno de fos tubos no se le adiciona ADN, en vez de ello se le agregara agua
estéril y servird como control negativo.

Ya preparados los tubos de PCR se colocan en el termociclador, aplicando el

programa de temperaturas que se manejen para e] gen en cuestion.

Para el caso de los genes Bax y B-2-microglobulina, el programa de PCR a emplear

es:
Teraperatura inicial de desnaturalizacion: 94°C
Tiempo inicial de desnaturaiizacion: 4 min
Temperatura de desnaturalizacion: 94°C
Tiempo de desnaturalizacion: 30 seg
Temperatura de alineacion: 63°C
Tiempo de alineacion: 20 seg
Temperatura de polimerizacion: 72°C
Tiempo de polimerizacién: 30 seg
Tiempo adicional de polimerizacién: 5 min
# de ciclos: 30
; 30 diclos 5
94°C . 94°C L
4:00 0:3G \\ 790C g 790G
\ /7 0:30 1 5:00 \
\_ 68°C | 5
3:20 E
; N AT
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Para el gen Bel-2, el programa a emplear es:

Temperatura inicial de desnaturalizacién: 94°C
Tiempo inicial de desnaturalizacién: 4 min
Temperatura de desnaturalizacién: 94°C
Tiempo de desnaturalizacién: 30 seg
Temperatura de alineacion: 56.5°C
Tiempo de alineacién: 30 seg
Temperatura de polimerizacion: 72°C
Tiempo de polimerizacion: 30 seg
Tiempo adicionai de polimerizacidn: 5 min
# de cictos: 30
| 30ciclos |
‘ 1
24°C e4°C i
4:00 | 0:30 7900 1 ——
/ 0:30 | 5:00 \
56.5°C | \
! 0:30

t
1
i
1
i

_4C |

Después de este tiempo, se extraen los tubos y se colocan en bafio de hielo por 10

rminutos, se centrifugan para depositar e} liquido en el fondo del tubo.
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V.2.3.- Electroforesis del Producto de Ia Reaccion de PCR:

Material: Reactivos:
Espatula Armnortiguador de corrida para ADN*
Cémara de electroforesis Amortiguador de carga para ADN 6X*
Micropipeta de 200 pL Solucién de Bromuro de etidio®
Micropipeta de 20 uL Marcador de pesos moleculares
Matraz Erlenmeyer de 250 mL Agarosa
Matraz Erlenmeyer de 500 ml

Equipe

Fuente de poder
Balanza
Homo de microondas

Transilurminador.

Se cargaron en los geles 10 uL de cada muestra. Del producte de la reaccién de
PCR se toman 10 uL v se mezclan con 2 uL de buffer de carga 6X para ADN. Se mezcla y

de aqui se toman 10 pL para cargar el gel.

Para comprobar que los fragmentos obtenidos son del tamafio esperado se utiliza un
marcador de 50 pb. El marcador de pesos moleculares se prepara de la siguiente manera:

Marcador de pesos moleculares: 1 pl

* Ver en ef apéndice componentes y forma de preparacion
* Ver en ei apéndice componentes y forma de preparacidn
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Amortiguador de carga para ADN 2ul
Agua inyectable ° Sul

Se prepara un gel de agarosa al 2% conteniendo bromauro de etidio y solucién buffer

de TBE para realizar la electroforesis (42).

El gel se prepara de la siguiente manera:

1.- Inicialmente se prepara un liro de buffer de corrida para ADN con una
concentracion 0.5X.

2.- En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocan 2.0 g de agarosa y 100 ml de
amortiguador de corrida 0.5X para ADN.

3.- Se pesa el matraz conteniendo la agarosa y el buffer 0.5X.

4 - Se calienta hasta la disolucion total de la agarosa.

5.- Se repone ¢l agua perdida por evaporacidn.

6.- Se deja enfriar 2 una temperatura tal que se soporte el contacto del matraz con et
dorso de la mano y entonces se le agregan 4 pL de la solucion de bromuro de etidio v se
mezcla perfectamente.

7.- Se vierte el liquido sobre el molde y se deja solidificar por al menos media hora.

De preferencia e} grosor del gel no debe ser mayor a 0.5 cm.

Preparado el gel, se llena la cimara de electroforesis con buffer de corrida 0.5X, se
sumerge el gel y se cargan las muestras. Se cotre el gel a 80 V hasta que el frente del

colorante haya avanzado 3/4 partes del gel (42).
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Despusés de ello se observa el gel en el transiluminador observando la intensidad de
las bandas buscadas, la presencia o ausencia de amplificacion inespecifica y la ausencia de

contaminacion y degradacion.

Después de realizar la electroforesis, al gel se le toma una fotografia con una camara
Polaroid modelo DS34 y empleando un rollo fotogrifico Polaroid modelo 665. El negativo

de la fotografia se utiliza para medir la intensidad de cada banda por densitomerria (43).

V.2.3.- Densitometria

Las lecturas densitométricas se tealizaron utilizando el programa “Collage™ version
3.0, capturando las imagenes de los negativos fotograficos, correspondientes a las
diferentes electroforesis, con ayuda de un digitalizador de imégenes y de una computadora
personal. Las lecturas reportadas para cada banda estan dadas en unidades arbitrarias que el

progama asigna.
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VI.- RESULTADOS:

Datos clinicos de los pacientes.- Se analizaron 10 muestras tumorales y sus
respectivos controles de tejido normal. A cada muestra se le asignaron niimeros
consecutivos del 1 al 10. A continuacion se presentan los datos clinicos de los pacientes
estudiados (tabla 4) indicandose la edad, sexo, etapa en la que se encontraba el tumor y el
tipo de céncer que presentaban:

TAELA 4.~ CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS FACIENTES Y DE .OS

RESPECTIVOS TUMORES ESTUDIADOS.

(% de muestra | Bdad (afios) | Sexo | Etapa del tumor* Tipo de cancer Mestistasis
1 87 F ND Esporadico Si (hepatica)
2 75 F T2NOMO (Bukes® B1) Esporddico No
3 31 ¥ NA - PAF** NA
4 69 M T3NOM{ (Dukes” B2} Esporidico No
5 35 F T3NIMO (Dukes® C2} Esporédico No
[ &0 F T3NOMO (Dukes® B2) Esporadico No
7 80 M T3NOMO (Dukes” B2) Esporddico Ne
8 88 M T2NOMO {Dukes” B1) Esporédico No
9 33 F NA PAF** NA
i0 31 M T3N3MI (Dukes® D) Esporadico St (pulmon)

F: Femenino; M: masculino; ND: No determinada; NA: No Aplicable;
PAF: Poliposis Adenomatosa Familiar;

*Ver “Estadificacién y Prondstico™, pagina 20.

** | 5 afeccidn no progresé a cancer, s¢ realizd cirugia preventiva.

Integridad y pureza de las muestras de ARN total.- Las soluciones de ARN de
los tumores y sus respectivos controles se diluyeron 250 veces y se analizaron enr un
espectrofotémetro a 260 y 280 nm. Los resultados de absorbancia a las diferentes
longitudes de onda, la relacién Azs/Axs ¥ la concentracion de las muestras, analizada cada

una por triplicado, se presentan en la tabla 5.
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Tabla 5, continuacidn...

1.343 0.763 1.8 13.43

T9* 1.297 0.735 1.8 12.97 25.35
1.163 0.662 1.8 11.63
0976 0.339 1.8 978

e 1.103 .614 1.8 11.03 10.46
1.058 0.575 1.8 10.58
2.256 1.288 1.8 22.56

T10 2234 1.255 18 22.34 22,39
2.228 1.224 18 22.28
0.115 0.04% 23 1.15

cio 0.151 0.073 21 1.51 1.35
0.138 0.064 22 1.38

T: Muestras tumorates; C: muestras control.

* Dilucién 1:500

* S6lo dos lecturas debido a escasez de muestra

Las muestras tumorales estan representadas por la ietra T seguida del nimero de nwestra y los
controles de tejido control indicados con la letra C y e} nlimero de muestra correspondiente

$i bien la relacion Agsp/Azge en muchos casos no es mayor a 1.8, en ningiin caso es
menor a 1.6. Por lo anterior se considerd que la pureza que presentaban las muestras era
adecuada para llevar a cabo la reaccidn de la transcriptasa inversa y posteriormente la
reaccidn en cadena de la polimerasa para la evaluacion de la expresién de los genes de
interés en el presente estudio. Una vez obtenido un grado de pureza aceptable se procedio a
determinar a integridad del ARN obtenido mediante una electroforesis (figura 1).

Como se muestra en 1a electroforesis del ARN total de tejidos tumorales y controles
(figura 1} se observan las bandas correspondientes a los ARNs ribosomales 285. 185 y 58,
Io cual demuestra su integridad. S6lo en el caso de la muestra C2 l2 integridad no fue

satisfactoria (carril 2, figura 1A). Posteriormente, se procedié a realizar las diluciones



necesarias del ARN, para nbtener' finalmente soluciones con una concentracion aproximada
de 1 pg/uL. Estas diluciones se emplearon para llevar a cabo la reaccion de la transcriptasa
reversa (RT} y posteriormente 1a reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCT(). )
En las figuras 2, 3, 4 y 5 y tablas 6, 7, 8, 9 y 10 se muestran los resultados obtenidos
para el andlisis de la expresién de los genes bel-2, bax y f2m, ast como los resultados
densitométricos de cada uno de los tumores y de los respectivos controles normales.
Los carriles 3,9 y 15 de la figura 4 corresponden al control C2. A pesar de que su

calidad no era del todo aceptable (figura 1), se puede observar que la sefial para Ia

expresion de B2m es clara (carril 15, fig. 4).

C: C2 C3 C4 €8 C6CT €8 C9CI0 TI T2 T3 T4 TF5 Te T7 18
i -

Figura 1: Evaluacién de la integridad de las muestras de ARN extraido correspondientes a las
muestras de tejido de los pacientes 1 a 10 —
A: Electroforesis de las muestras de ARN extraido de los tgjidos control (C1 a C10).
B: Eleciroforesis de las muestras de ARN extraido de tejidos tumorales (T1 a T10).
El nimero indica el respectivo paciente.
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Fig. 2.-Electroforesis correspendiente a las amplificaciones de los cDNA para bel-2, B2m y bax
(en ese orden). Los productos de amplificacion que se corieron en este gel corresponden a las
muestras tumotales T1 a T6. En la parte superior se indican las muestras y los carriles
correspondientes.

TABLA B.- EXPRESIAN RELATIVA DE LOS GENES BOL-2, BAX ¥ p2m en TuMORES
COLDRRECTALES, MUESTRAS T1 A T&, MEDIDA A PARTIR PE LA AMPLIFICATCIAN DE
ARNM POR RT-POR. L.OS DATOS CORRESPONDEN A LA FIGURA 2.

. Lecturas
Carril / Muestra Gen densitométricas
(unidades arbitranasy
1/T1 B¢l-2 23061
27Tl B2m 135741
3/T1 bax 3496352
4/T2 bel-2 219486
5/T2 B2m 271384
6/T2 bax 521164
7/T3 bel-2 35785
8/T3 32m 236211
9/T3 bax 275108
10/ T4 bei-2 246489
11/T4 B2m 23202
12/T4 bax 404504
13/7T5 bel-2 45521
14 /75 B2m 223786
15/7T5 bax 523736
16/ T6 bel-2 281272
17/T6 p2m 230666
3 18/T6 bax 573036
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Figura 3.- Electroforesis correspondiente a las amplificaciones de los cDNA para bel-2, B2m y bax (en
ese orden). Los productos de amplificacibn que s¢ cotrieron on este gel corresponden a las muestras
tumorates T7 a T10. En 1a parte superior se indican las muestras y los carriles correspondientes,
También se evalué la expresién de estos genes en la linea celular SW620 (SW) v se incluyeron los

- controles negativos de la reaceion de PCR (B).

TABLA 7.~ EXPRESIAMN RELATIVA DE LOS BENES soL-2, f2m ¥ BaAX EN TUMDRES
COLORRECTALES, MUESTRAS T7 AT10, MEDIDA A PARTIR DE LA AMPLIFICACION DE
AlRNM FOR RT-PCR. LOS DATOS CORRESPONDEN & LA FIGURA 3.

. Lecturas
Carril / Muestra Gen densitométricas
(unidades arbirarias)
11T7 bel-2 35599
2/T7 . B2m §7804
3/T7 bax 134240
4/T8 bel-2 25924
5/T8 B2m 134823
6/1T8 bax : 153070
7/T9 bel-2 155710
8/T9 f2m 114024
9/T9 bax 142587
10/T10 bel-2 121458
11/Ti0 82m 100036
12/T10 bax 157804
13/SW bel-2 —
14/SW f2m 239824
15/ 8SW bax 23914
16 / B (control PCR) bel-2
17 / B (Control PCR) f2m
18 / B (Control PCR) bax
*No se detecté expresion de bei-2 {
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Figura 4.- Electroforesis correspondiente a las amplificacionss de 1os cDNA de los tejidos normales,

muestras C1 a C6. Las primeras seis muestras corresponden a bax, le sigue bel-2 y finalmente la f2m.
En la parte superior de I2 figura se indican las muestras y los carriles correspondientes.

TABLA B.- EXPRESION RELATIVA DE LOS GENES BAX, 8CL-Z ¥ P2M EN MUESTRAS
PE TEJIDO QONTROL MEDIDA A PARTIR DE LA AMPLIFIGACION DE ARNM POR RT-
PCR. LOS DATOS CORRESFONDEN A LA FIGURA 4.

£ Carril / Muestra Gen Lecturas
Densitoméricas .
(unidades arbitrarias)
1/MPM 50 pb
2/€1 Bax 388600*
3/C2 Bax 23856*
4/¢C3 Bax 509648
5/C4 Bax 316378
6/CS Bax 511335
7/C6 Bax 297712
8/Ct Bel-2 72252+
9/C2 - Bel-2 8028*
10/C3 Bel 2 134572
11/C4 Bel-2 77212
12/CS Bel-2 231721
13/C6 Bcl-2 178413
14/Cl p2m 411162*
15/C2 B2m 183952*
16/C3 B2m 331688
17/C4 p2m 217612
18/C3 §2m 297393
19/C6 B2m 341181
20/ MPM 50 pb

* ccturas a mayor sensibilidad,
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Figura 5.- Electroforesis correspondiente a las amplificaciones de los cDNA de los tejidos normales,

o

BB CIC8C9Cl0B B C7 CBCOCI0B B
6 7 B

1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

mmestras C7 a C10. Las primeras muesiras cotiesponden a bax, le sigue bel-2 y finalmente 1a $2m. Enla
parte superior de la figura se indican las muestras y los carriles correspondientes. Se incluyen los
controles de RT y de PCR (B).

TABLA T.- EXPRESION RELATIVA DE LOS BENES BAX, BCL-2 ¥ §2M EN TEAGIDD
CaONTROL, MUESTRAS C7 A Ci10, MEDIDA A PARTIR DE LA AMPLIFICACION DE ARNM
POR RT-PCR. Los DATOS CORRESPOMNDEN A LA FIGURA S.

Gen Lecturas densitoméfricas
Carril / Muesira (ynidades arbitrarias)
1/MPM 50 pb
2/C7 bax 76272
3/C8 bax 198479
4/C9 bax 17998*
5/C10 bax 465462*
6 /B {Control RT}
7/ B (Control PCR)

8/C7 bel-2 300378
9/C8 bel-2 47086
10/C9 bel-2 e

11/Ct0 bel-2 9891 *

12 /B (Control RT)
13 /B (Control de PCR) ‘

14/C7 p2m 52764
15/C8 B2m 49616
16/C9 B2m 274117*

17/C10 B2m 302316*

18 /B (Control de RT)
19 / B (Control de PCR)
20/ MPM 50 pb
*Lecturas a mayor seasibilidad,
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Con el objeto de conocer el nivei de expresidn de los genes bel-2 y bax en el tejido
tumoral y en ei tejido normal, asi como 1a relacién en la expresion de estos dos genes en los
tumores y en los tejidos control se obtuvieron las razones bel-2/32m, bax/B2m y bel-2/bax,
tanto para las muestras tumorales como para las muestras control. Las figuras 6, 8 y 10

muestran las razones de los valores densitométricos obtenidos para los diferentes genes.

Ademas, a fin de evidenciar con mayor claridad las diferencias de expresién de los
genes bel-2 v bax entre el tejido tumoral y el tejido control, se obtuvieron las siguientes

razones; [bel-2/B2m e/ Tbel-2/B2m eonrar ¥ [baX/B2m}aumer/[bax/B2mcontrol- Las figuras 7

¥ 9 muestras los resultados para los distintos pacientes evaluados,
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Muestra
Figura 6.- Razén bel-2/B2m para las diferentes muestras, caleulada a partir de fos valores
densitométricos de las bandas obtenidas por electroforesis. La letra T identifica a los
tumores (barras abiertas) y la letra C a los controles (barras cerradas). En la muestra C9 no
se detectd expresion de bel-2. El ndmero sobre la barra indica el valor de la razén
correspondiente.

Expresién bel-2/B2m.- Evaluando el nivel de la expresién de bel-2 con respecto a
la B2m (figura 6) se observa una razén bel-2/B2m mayor que la unidad en 4 de 10 muestras
tumorales (T4, T6, T9 y T10) y menor de uno en 6 de 10 tumores (T, T2, T3, TS5, T7, ¥
T8) (figura 6). De todas las muestras analizadas sélo cuatro muestras tumorales (¥4, T6,
T9, T10) presentan una razon relativamente alta en relacion al resto de las muestras de este
tipo de tejido. La muestra C7 presentd también una alta relacién bel-2/82m, a diferencia de
Ja muestra tunoral correspondiente T7. En estos 5 casos (4 mumores v 1 control), la razdn

bel-2/B2m fue mayor que 1, indicando que en estas muestras bel-2 s expresa en un grado

mayor que el gen de expresion constitutiva B2m.

82



10 20.2% 40,33
° 846 -
=2 8 -
&
2. 7 u
«
3: [ ~’ -
= 4
= :
-~ B 1
=
E |
& 4
o
qa s 252 -
= - 3 .
=2 . . . i
L o84 }
e ; |
Yy 0.37 X 0,26 ] 0.2
ol d-9 v 1 M 1% 3 i _
1 2 3 4 5 ] 7 8 g 10
Tumor

Figura 7.- Razén [bel-2/B2m]wmor/ Toel-2/$2m] conra para cada paciente. El valor indica el nivel de
expresion de bel-2 entre tejido tumoral y tejido control. En la muestra C9 no se detect® expresion de
bel-2. El ntimero sobre la barta indica €] valor de la razdn correspondiente.

Expresion de bel-2 en tejido tumoral en relacién al tejido control.- La diferencia
en el nivel de expresion de bel-2 entre el tumor y el tejido control normal se muestra en la
figura 7. Como se puede observar, en los casos 2, 4, 6 ¥ 10, bcl-2 se encuentra sobre-

expresado en el tejido tumoral en relacion al tejido normal.
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Figura 8.- Razén bax/§2m para las distintas muestras tumorales y controles, caleulada a pantir de los
valores densitométricos de Jas bandas obtenidas por electroforesis. EI valor de 1a raz6n se muestra
sobre la barra correspondiente. La letra T identifica a las muestras tumorales (barras abiertas) y la

fetra C identifica a las muestras control (barras cerradas).

Expresién de bax/B2m.- La evaluacion del nivel de la expresién de¢ bax con
respecto a la $2m (figura 8) muestra un valor mayor que la unidad en todas las muestras de
tumores (T1 al T10) en la razén bax/B2m, sin embargo los tumores T3,T8, v T se

encuentran muy cerca de la unidad (figura 8) y T4 muy alta (4.86). Los datos anteriores

resultaron inesperados.
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[bax/B2mi]t / [bax/B2m]c

Figura 9.- Diferencia en el nivel de expresitn de bax entre los tejidos tumoral y control, dada por la
razbn [ba)dBme]mmI{bax/BZmlcmol El nimero sobre la barra indica el valor dela razin
correspondiente.

Expresién de bax en tejido tumoral en relacién al tejido control.- La diferencia
en el nivel de expresién de bax entre ambos tejidos, dada por la razdn
[bax/B2mbumor/ [58%/B2 M controt, eStd representada en la figura 9, sc observa que en las
muestras T1, T2, T4, T6, ¥ TY bax se encuentra sobreexpresado en relacion al fefido
control. En los casos 3, 5, 7 y 10 el nivel de expresion es similar en ambos tejidos, con

valores de la razén [bax/B2mm }umed/ [bax/B2m oo cercanos 2 la unidad (Figuras 8y 9).
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Figura 10.- Valores de la razén bel-2/bax caleulados a partir de las lecturas densitométricas de las
diferentes bandas obtenidas por electroforesis. La T indica gue se trata de una muestra fumoral

(barras ghiertas) y 1a C indica que se trata de una muestra control (barras cerradas). El nimero sobre
la barra indica la razén bel-2/bax.

Expresién de bel-2/bax.- En una muestra tumoral (T9) se presenta una razén bel-
2/bax mayor que 1.0 y ¢ de 10 muestras tamorales (T1 a T8 y T10) presentan una razén
bel-2/bax menor de 1.0, estos datos se muestran en la figura 10. En esta figura se observa
que los tumores T2, T4, T9 v T10 expresan a bcl-2 en mayor grado que sus respectivos

controles, mientras que bax es expresado en menor grade que en sus respectivos controles

en T1, T3, T5, T6, T7 y T8.
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respecto al tejido controt (figuras 7y 9). Estos tumores (T4 y T6) presentan para bel-2 una
relacion [bel-2/82m] o’ {bel-2/B2m)conwor de 8.46 y 2.54, respectivamertte ¥ una relacion
[bax/B2m]umor [bax/B2m]conot de 3.35 y 2.99, respectivamente. El tumor T7, que también
presenta una etapa Dukes’ B2, expresa bcl-2 en menor grado que el tejido control (fbel-
232 Mo/ [bel-2/B2m]comol = 0.07) ¥ €l nivel de expresién de bax es semejante al del
tejido control ([bax/B2m}umer[bax/B2m}eomre1=1.06). Por otro lado, se tienen dos tumores
correspondientes a PAF (poliposis adenomatosa familiar) que son las muestras T3 y vy
que corresponden a dos hermanos, en estas dos muestras no se encontraron resultados
concordantes entre uno y otro caso. Las muestras tumorales T2 y T8 , ambas procedentes
de tumores en etapa Dukes’ B1, presentan un patrén de expresién opuesto tanto para bel-2
como para bax, estando bel-2 y bax sobre-expresado en T2, mientras que en T8 el nivel de
expresion de ambos genes es aproximadamente diez veces menor al de ta §2m (figuras 7 y
9).

El tumor T10, cuyo desarrollo es avanzado (T3N3M1 o D), mostré una relacién
[bel-2/B2m umor/[bel-2/B2MmM)coneot muy  alta  {(4033)  pero  una relacién
[bax/B2mm Jumor [bax/B2m]eonu muy baja (1.03) lo que significa que con respecto al tejido
control, este tumor sobre-expresa a bel-2 pero no a bax. Este resultado concuerda con el
hecho de que un tumor puede ver favorecido su desarrollo al sobre-expresar genes que
favorecen la sobrevivencia celular, como bel-2; sin embargo, este resultado es producto del

analisis de un sélo tumer, por lo que podria no ser significativo,

Expresién de transcritos de bax de 330, 500 y 530 bp.- En los resultados de los

experimentos en los que se evalud la expresion de bax en el tejido wmoral (figuras 2y 3) se



puede observar ademas de la banda principal de 479 pb, bandas adicionales de ~330 ph,
~500 pb y ~530 pb, las cuales podrian corresponder a variantes transcripcionales de bax,
aunqgue no se descarta la posibilidad de que sean productos de amplificacion inespecifica.
Se ha reportado en la literatura la presencia de transcritos comrespondientes a por los menos
5 formas alternativas de bax: o,B,7,8,0 (ver esquema 3, pagina 34). Cabe sefialar que estas
bandas a diferencia de las muestras tumorales no aparecen en la mayoria de las muestras
control. Ademdss, todas las muestras de los tumores, asf como las muestras control, se
sometieron a condiciones experimentales de amplificacién idénticas v dado gue no se
observan evidencias de degradacion de las muestras, las distintas bandas observadas pueden
ser atribuidas a diferencias intrinsecas de las muestras, especialmente en lo que se refiere a

la presencia de transcritos alternativos de bax en el tejido tumoral.

Banda de bax de 330pb.- La banda de ~330 pb aparecié en casi todos los tumores
colorrectales (T1, T2, T4, T5 T6, T7, T8 y T10), observandose muy intensa en el tumor
T10 (carril 12, figura 3). Esta banda es similar a la observada en la muestra de células
SW620 (SW), las cuales derivan de una met4stasis linfitica de céncer colorrectal (carril 15,
figura 3), la muestra T10 también presenta metdstasis. Las dos muestras negativas para la
banda de ~330 pb (casos T3 y T9) corresponden a los dos pacientes que presentan Poliposis
Adenomatosa Familiar (PAF). En la mayoria de los casos de tejido control (8 de 10) no se
observd la banda de ~330 pb, solo en los casos C8 y C10, se observa de manera apenas
perceptible, estos dos tejidos podrian ya no ser normales desde el punto de vista molecular,

sin embargo hacen falta més evidencias para sustentar esta hipotesis.
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RBanda de bax de 500 bp.- Este transcrito parece estar presente en casi todas las
muestras tumorales v en al menos cinco muestras contrel (C1, C4, C5, Coé y Cl19), sin
embargo, en algunos casos se encuentra demasiado cerca de la banda principal de bax (479
pb) ¥ no se puede afirmar que la banda estd presente; esta banda podria corresponder a

algyin transcrito alternativo de bax (tabla 11).

Banda de bax de 530 bp.- La banda de ~530 pb podria corresponder a otro de fos
posibles transcritos alternativos de bax; esta banda se observa en 2 muestras control (C4 y
C5). En las muestras rumorales se observa claramente en 8 de 10 (T1,T2, T3, T4, T7, T8,
T9,T10); esta banda esta ausente solamente en los tumores T5 y T6. Ademas estd presente

en las células SW620.

La tabla 11 muestra mds claramente las diferencias que presentan estas bandas
extras entre tejido control y tefido tumoral. La intensidad de las bandas se determind por

simple inspeccién de los negativos fotograficos.
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TABLA 11.- PRESENCIA DE LAS BANDAS ADICIDNALES QUE SE PRESENTAN PARA
£L BEN BAX. LAS MUESTRAS TUMORALES SE IDENTIFICAN CON LA LETRA TY

LAS EONTROLES CHON LA LETRA D.

Muestra Banda de | Intensidad Banda de | Intensidad Banda de | Intensidad
~330 pb ~500 pb ~530 pb

T1 + ++ + + + +
T2 ¥ + + + + ++
T3 - + ++ + ++
T4 + ++ + ++ + +
T5 + -+ + + -

T6 + ++ + ++ -

T7 + + + + + ++
T8 + ++ + PR + Atk
T9 - + +++ + +
T1C + bt - + +++
oI . T .

c2 - J - \' -

c3 - ¢ _

C4 - + +4 + 4+
C5 - + ++ + +
cé - + 4 -

c7 - i -

C8 + + ¢ -

C9 - - -
C10 + + + + -

T:tumor, C: control

.- ausencia de banda; +muy baja intensidad; ---baja intensidad; +++intensidad moderada;
-+ intensidad elevada; +-—++: intensidad muy elevada.

En la tabla 12 se tienen dos casos en los que ¢l valor de la razén bax/f2m es semejante,
pero la intensidad de iz banda de ~330 pb difiere. Esto indica que en ambos casos €l nivel
de expresion de bax es similar, pero la banda de 330 pb es mas intensa en T1 que en T6,

atn cuando 1a razén bax/B2m sea menor.
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TaBra 1Z2,-MUESTRAS RUE PRESENTAN UN NIVEL DE EXPRESIAN SEMEJANTE

PARA BAX ALFA, DADO POR LA RAZON BAX/[PZ2M, PERO DISTINTA INTENSIDAD EN

LA BANDA DE ~330 FPB.

Muestra bax/B2m Intensidad de ia banda de
~330 pb
T1 (carril 3, fig. 2) 2.58 ++
T6 (carril 18, fig. 2) 2.60 +
T7 (carril 3; fig. 3) 1.53 +
T10 (carril 12, fig. 3) 1.58 -+

+++: intensa, ++ fuerte; +: media




VIL-DISCUSION:

.- Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la téenica de RT-PCR
es adecuada para detectar ef ARNm comespondiente a los genes bax y bel-2. En otros
trabajos se ha reportado que la expresion de ARNm de bcl-2 en céncer colorrectal es
indetectable por Northern blot (82).

Nuestros resultados muesiran que en 4 de 10 casos (2, 4, 6 ¥ 9) se presentan
mayores niveles de ARNm tanto de bel-2 como de bax o en la muestra de tejido tumoral en
relacion al tejido control (figuras 6, 7, 8 ¥ 9), en 6 de 10 casos (1, 2, 4, 5, 6 ¥ 9) se observo
mayor expresién de bax o ent el tejido tumoral (figuras 8 y 9) y en 5 de 10 casos (2,4, 6,9
v 10) bcl-2 se exprest en mayor grado en el tejido tumoral (figura 6). Estos resultados
indican que no existe diferencia a nivel de ARNm de ninguno de estos dos genes, bel-2 y
bax, enfre tejido tumoral y tejide control. Posiblemente, se requiera de una muestra mas
numerosa para determinar con mayor precision si existe alguna tendencia de estos dos
genes a sobre-expresarse va sea en el tejido control o en el tejido tumoral. Otra posibilidad
es que algunas muestras control sean anormales, sin que presenten alteraciones histologicas
evidentes, pero que su condicién se refleje en un patron de expresion alterado de los genes
evaluados.

Los resultados publicados en la literatura relacionados a la expresién de las
protefnas y def ARNm de estos genes, en cancer colorrectal asi como en lineas celulares
provenientes de cdncer colorrectal, son contradictorios. Kanavaros y col. {96) estudiaron la
expresion de Bax con técnicas inmunochistoquimicas, habiendo encontrado una correlacién
significativa entre la baja expresién de Bax y los carcinomas en etapa Pukes’ C, los cuales

son relacionados con metastasis hacia nodulos linfaticos, estos autores concluyeron que los
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bajos niveles de Bax posiblemente juegan un papel en etapas tardias del desarrolio del
cancer colorrectal. Por su parte, Maurer y col. (82) al evaluar la expresion ARNm de bax
por Northern blot en tumores colorrectales, encontraron que este gen estaba ligeramente
sobre-expresado en eb 75% de las muestras cancerosas evaluadas (82). En el presente
trabajo la expresion de bax a nivel de ARNm es mayor en el tejido tumoral que en el tejido
control en 60% de las muestras (figura 9).

En el reporte de Kanavaros y col. (96), la expresion de Bel-2 no se relacion con la
etapa ni con ¢f grado de diferenciacion del tumor, mientras que Leahy vy col. (95} al evaluar
Bel-2 tambidn con técnicas inmunohistogquimicas, encuentran que su expresion predomina
en tumores bien diferenciados pero no se relaciona con la etapa de los tismos, ademas
encuentra que la expresion de Bel-2 se asocia cont un mejor prondstico de la enfermedad a
largo plazo, resultado semejante al reportado por Baretton (80) y por Ofner {75) quienes
encuentran que la expresién de Bel-2 se asocia con un mejor curso climico de la
enfermedad. Kaklamanis y col. (78, 98) han reportado que la expresion de Bcl-2
acompafiada de una ausencia en la expresion de pS3 se asocia con etapas de Dukes’
tempranas, mientras gue el fenotipo inverso se asocta con etapas avanzadas de Dukes’ y un
mal prondstico. Sin embargo, Tollenar y col. (99) no encuentran relacién alguna entre el
prondstico y la expresién de Bel-2 y p53, por su lado Hyas (100} no encuentra relacion
entre la expresidn de Bel-2 y p33, pero si entre la pérdida de expresién de Bel-2 y la
recurrencia del tumor. Kaklamanis (78), Watson (79) y Hao (97) reportan que la expresion
de la proteina Bel-2 se reduce conforme el cancer colorrectal progresa, sin embargo otros

trabajos (73, 74) reportan no haber encontrado diferencias en la expresién de Bel-2 entre
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tumores v adenomas, ni entre lineas celulares provenientes ya sea de adenomas o de
carcinomas.

En lo que si parecen estar de acuerdo los diferentes autores ¢s en el hecho de que la
expresion de la proteinz Bel-2 es un evento temprand en el inicio de la tumorigénesis
colortectal (73, 74, 80, 81, 99, 100).

Estudios previos Hevados a cabo en céncer de vejiga, en leucemia linfocitica cronica
y cancer testicular (87-91) han demostrado que el valor de la razon bel-2/bax a nivel de
ARNm o de proteina, se relaciona con el prondstico de la enfermedad, encontrindose gue
altos valores de esta relacién se asocian con un mal prondstico y falta de respuesta al
tratamiento por presencia de firmaco-resistencia, mientras que un valor reducido se asocia
con respuesta al tratamiento y mejor evolucion de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en el caso del céncer
colorrectal el nivel de expresién a nivel de ARNm de los genes bel-2 y bax, dado por fa
relacion bel-2/bax, para los 10 casos evaluados presenta en general valores menores que 1
(fig. 10), tanto en tejido tumoral como en tejido control, con 6 de 10 casos (1, 3, 5-8)
presentando mayores valores en el tejido control, lo que puede interpretarse ya sea oMo
una menor expresién de bel-2 en el tgjido umoral o como una mayor expresion de bax en
este mismo tejido. Estos resultados llaman la atencién ya que no concuerdan con nuestra
hipétesis, que era encomMIar una mayor expresion de bel-2 en los tumores con relacion a los
tejidos normales, es decir, valores de la relacién bel-2/bax mayores 2 1a unidad en los
tejidos tumorales, esto puede estar relacionado a reportes cuyos resultados parecen indicar
que bel-2 y bax ne juegan un papel determinante en el cancer colorrectal (81, 82) v si otros

miembros de la familia bel-2, como bel-xt y bak.
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Nuestros resultados indican que una cantidad importante del ARNm expresado para
bax corresponde a bax c.. Sin embargo, se observa una diferencia entre tumores y controles
con respecto a las bandas de ~330 pb y ~530 pb, presentandose estas tiltimas e la mayoria
de las muestras tumorales. Los oligonucledtidos empleados para identificar a bax se
localizan en los exones 2 (oligonuclestido con sentido) y 6 (oligonucledtido antisentido)
por lo tanto, teéricamente son capaces de detectar los transcritos correspondientes a bax o,
bax B, bax & y bax @. bax y no se detecta porque carece del ex6n 2 (ver esquema 5, pag.
34). Las longitudes de los exones e intrones de inierés son Ias siguientes: exén 2, 53 pb;
exén 3, 147 pb; exén 4, 135 pb; exon 5, 105 pb; exén 6, 37 pb hasta donde abarca el
oligonuclestido utilizado; intrén 5, 630 pb (35). La sefial principal de 479 pb, cosresponde a
bax . bax B teéricamente debe generar un segmento de 1,109 pb pues contiene al intrén 5
de 630 pb. bax §, al carecer del exén 3, que tiene una longitud de 147 pb, generaria un
fragmento de 332 pb. bax ©, al cual se le adiciona un segmento de 49 pb del intrén S entre
los exones 5 v 6, tebricamente generaria un fragmento de 528 pb. Como se menciond antes,
al correr la electroforesis se observaron bandas extras en los cartriles correspondientes a
bax, el peso molecular de dos de ellas parece concordar con el peso molecular de los
segmentos esperados para los transcritos de bax & (332 pb), el cual contiene a los exones 1,
2, 4,57y 6; v de bax @ (528 pb), que presenta los exones 1 al 6 ademds de un pequedio
segmento del intrén 5 de 49 pb (esquema 5); cada uno de estos transcritos tedricamente se
traduce en una proteina distinta a Bax o y, al menos en el caso de Bax o, con funciones

aparentemente opuestas (69).
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Si los niveles de ARNm reflejan los niveles de proteina, estas diferencias podrian ser
importantes, indicando un posible papel de Bax 5y Bax  en el desarrollo y progresion del
cancer colorrectal, explicando hasta cierto punto la presencia de una banda de ~330 pb tan
intensa en lz muestra T10, la cual al igual que T1 presentan metdstasis. Esta banda se
presenta tembién en la linea celular de cancer de colon SW620, la cual es metastasica. Para
determinar con mayor precision la posible participacién de bax 8 y bax @ en la progresion
del cncer colorrectal, sera necesario analizar un mayor nimero de muestras, tanto
metastisicas como no metastasicas y adenomatosas a fin de evidenciar que realmente
existen diferencias en el patrén de expresion de estos transcritos alternativos.

La mayoria de los reportes que existen en la literatura, presentan simplemente ¢l
papel de bax, entendiéndose que se trata de bax o y generalmente no reportan ni mencionan
la presencia ya sea de transcritos alternativos o de proteinas distintas a la forma alfa. La
existencia de transcritos alternativos, no solo de bax, si no también de otros miembros de
esta familia, como bel-x, bel-2 y bim, algunos de los cuales pueden codificar para proteinas
pro-apoptdticas como bel-xs y otros para proteinas anti-apoptdticas como bel-xi, o generar
proteinas con diferente poder pro-apoptdtico, COmo ocurre €on bim (49), sefiala {a gran
importancia que puede tener el empalme alternativo en esta familia de genes.

La banda extra que se observa en las electroforesis, con un peso molecular de ~500
pb podria corresponder a otro transcrito altemativo de bax afn no reportado, el cual debe
conservar las secuencias reconocidas por los oligonuclestidos empleados en este trabajo,
esto, como se menciond anteriormente, sin descartar la posibilidad de que se frate de
productos de amplificacion inespecifica. Asi como se ha observado que la expresién de ias

diferentes formas alternativas de bax varia de un tejido a otro (35,69), esta banda podria



corresponder a un transcrito caracteristico del epitelio intestinal ¢ incluso podria estar
involucrado en la progresién del cancer colorrectal, al presentarse en 5 muesiras control
(Ct, C4,C5,C6y C10) frente a 9 muestras tumorales (T1 al T9).

Asi pues, al menos dos bandas extras de bax, la de 330 pb (bax 8) y la de 530 pb
(bax ®) parecen corresponder a transcritos alternativos de bax.

Algunas observaciones que apoyan el hecho de que las bandas extra de bax podrian
corresponder a transcritos alternativos son las siguientes observaciones:

La coincidencia del peso molecular de las bandas obtenidas y ¢l peso molecular tedrico del
segmento correspondiente a los transcritos de bax 8 y bax @ que se generaria de acuerdo
con los oligonucledtidos utilizados.

Las diferencias en intensidad de las bandas correspondientes a 330 pb, 500 pb y 530 pb son
diferentes en los distintos tumores v por otro lade no aparecen en la mayorfa de los
controles, la banda de 330 pb solamente en dos casos s¢ percibe de manera muy débil
(muestras C8 y C10, figura 5).

Otra observacién mas a favor de que las bandas extras no son consecuencia de la
amplificacién inespecifica, se obtiene al analizar la razén bax/B2m, la que nos indica el
nive] de expresién de bax. Como se observa en los datos de la tabla 12, razones semejantes
para bax/2m presentan diferentes intensidades de las bandas de ~330 pb.

Existe evidencia que parece indicar que la variante o de bax es capaz de favorecer
la sobrevivencia celular (69), 1o mismo que la propia forma alfa en ciertos contextos
celulares (72,82), asi como también existe evidencia de que estas diferentes formas
alternativas del gen se expresan en diferente grado de un tejido a otro (35,69). Una pregunta

que se plantea es qué factores determinan la expresién de una u otra forma alternativa del
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gen en una célula o en los distintos tejidos, pues de ello se podrian potenciaimente derivar
tratamienios antincoplasicos tejido especificos. Por otro lado, estas formas alternativas
podrian actuar como reguladores de la funcion pro-apoptotica de Bax a, compitiendo por
ejemplo con fos mismos blancos celulares o formando dimeros con Bax o y evitando asi
que lleve a cabo su funcion. La diferente funcionalidad y el diferente patron de expresion
de estas formas alternativas podrian explicar porqué los ratones mache “knock-out” para
bax presentan por un lado hiperplasia en el tejido linfoide y por otro esterilidad debida a
una muerte celular apoptética excesiva en el sistema reproductor.

No se debe desechar la posibilidad de que el patrdn de expresién de los transcritos
alternativos de bax esté vinculado con las agresiones toxicas del medio ambiente a las que
estd sujeto el individuo durante su vida, por ejemplo radiaciones o ciertas sustancias en el
contenido intestinal, provenientes de alimentos de consumo habitual que pueden ser

absorbidas en el intestino, las cuales pudieran afectar la regulacién de la expresion genética.
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VIIIL.- CONCLUSIONKES:

1) No existe una tendencia en los genes estudiados a sobre-expresarse ya sea en el tejido

tumoral o en el tejido control.

2) El valor de la razén bel-2/bax no permite definir un patrén de expresion diferencial de

estos dos genes entre el tefido tumoral y el tejido control.

3) La expresion de los genes bel-2 y bax no sigue un patrén definido conforme progresa el

cancer colorrectal.

4) Si las bandas extras corresponden a transcritos alternativos, el correspondiente a la banda
de 330 pb podria jugar un papel importante en el desarrollo del cancer colorrectal ya que las
muestras de tejidos provenientes de cincer metastasico (T1, T10, ademés de la linea celular
SW620) Ia expresan en mayor grado. En los casos de PAF, la banda de 330 pb esta ausente,
esto implica una diferencia importante entre el cincer de colon esporddico y una

enfermedad que deriva en céncer colorrectal como es la poliposis adenomatosa familiar

(PAF).

5) Posteriores trabajos deberdn desarrollarse a fin de confirmar que las bandas extras
corresponden a transcritos alternativos de bax y para determinar la posible utilizacion de
algunos de ellos, como el correspondiente a la banda de 330 pb (bax 8), como un marcador

en la progresion del cancer colorrectal.

100



IX.- REFERENCIAS:

(1) Rubenstein E, Federman DD, editores: Scientific American, Medicina, Vol. 5, seccién
§13 (Oncologia), subseccion V “Crecimiento tumoral y quimioterapia.”, actualizacion # 4 de
1997. (Actualizacién en medicina), pp. 11-17.

(2) Fialkow PJ: Clonal origin and stem cell evolution of human tumors. Genetics of Human
Cancer. Mulvihill I3, Miller RM, Fraumeni JF, Eds. Raven Press, New York, 1977, p 439.
(3) Nowell PC: Mechanisms of tumor progresion. Cancer Res 46:2203-2207, 1986.

(4) Heppner GH: Tumor Heterogeneity. Cancer Res 44:2259-2265, 1984

{5) Nowell PC: Molecular events in tumor dev;lopment. N Engl T Med 319:575-576, 1988.
(6) Lewin B: Oncogenes and cancer. En: Genes V. Oxford University Press, USA, 1997, p
1133.

(7) Rubenstein E, Federman DD, editores: Scientific American, Medicina, Vol. 5, seccién
13 (Oncologia), subseccién II “Mecanismos moleculares de la carcinogénesis.”,
actualizacion # 6 de 1993, (Actualizacién en medicina).

(8) Ellisen LW, Haber DA: Mechanisms of tumor suppressor genes. Science and Medicine,
Jul-Aug 1998, pp 26-35.

(9) Lewin B: Oncogenes and cancer. En: Genes VI. Oxford University Press, USA, 1997, p
1134.

(10) Bishop JM: The molecular genetics of cancer. Science 235:305-311, 1987.

(11) Boring CC, Squires TS, Tong T: Cancer Statics, 1993; CA Cancer J Clin, 437, 1993,
{(12) Rubenstein E, Federman DD, editores: Scientific American Medicina, Vol. 5, seccidn
13 (Oncologia), subseccién I “Epidemiologia y prevencién del cancer”, actualizacion # 5 de

1994. (Actuzlizacion en Medicina).

101



(13) Rubenstein E, Federman DD, editores: Scientific American Medicina; WVol. 5, seccidn
13 (Oncologia), subseccion HI “Biopatologia del cancer”, 1994. {Actualizacién en
Medicina).

(14) Mathews CK, van Holde KE: Biochemistry, 7™ edition, The Benjamin/Cummings
Publishing Company, USA, 1996, pp 507-309.

(15) Mathews CK, van Holde KE: Biochemistry, 2" edition, The Benjamin/Cummings
Publishing Company, USA, 1996, pp 1072-1073.

(16) Lewin B: Messenger RNA. En: Genes VL. Oxford University Press, USA, 1997, pp
153-178.

(17) Rudin CM, Thompson CB: Apoptosis and Disease: Reguiation and Clinical Relevance
of Programed Cell Death. Ann. Rev. Med. 48:267-281, 1997. ‘

(18) Duke RC, Ojcius DM, Young DE: Suicidio celular en Ia salud y en la enfermedad; Inv.
y Ciencia, febrero, 1597, pp. 44-52.

(19) Williams GT: Programmed Cell Death: Apoptosis and Oncogenesis, Cell, 65: 1097-
1098, 1991.

(20) Fisher DE: Apoptosis in Cancer Therapy: Crossing the threshold, Cell, 78:539-542,
1994.

(21) Williams GT, Smith CA: Molecular Regulation of Apoptosis: Genetic controls of cell
death, Celi, 74: 777-779, 1993.

22) Sen 8, D’Incalci M: Apoptosis: Biochemical events and relevance to cancer
chemoterapy, FEBS Letters, 307: 122-127, 1992.

(23) Cai J, Yang J, Jones DP: Mitochondrial control of zpoptosis: the role of cytochrome c.

Biochym. Biophys. Acta, 1366:139-149, 1998.

102



{24) Susin SA, Zamzami N, Kroemer G: Mitochondria as regulators of apoptosis: doubt no
more, Biochym. Biophys. Acta, 1366:151-165, 1998.

(25) Raff M: Cell suicide for beginners, Nature, 396:119-122, 1998.

(26) Jacobson MD, Weil M, Raff MC: Programmed cell death in animal development, Cell,
88:347-354, 1997.

(27) Lieberman D: How to screen for colon cancer. Anmu. Rev. Medicine, 49:163-172,
1998.

(28) Scientific American Medicina, Tomo 5, Seccion 13: Oncologia, Subseccién VIII:
Cancer del aparato digestivo; Actualizacién #5 de 1996 (Actualizaciones bimesirales),
Editora Cientifica Médica L.atinoamericana.

(29) Fearon ER, Vogelstein B: A genetic model for colorrectal tumorigenesis. Cell, 61:759-
767, 19%0.

(30) Fearon ER, Hamilton SR, Vogelstein B: Clonal analisis of human colorrectal tumors.
Science, 238:193-196, 1987.

(31) Adams JM, Cory S: The Bcl-2 protein family: Arbiters of cell survival. Science, 281:
1322-1326, 1998.

(32) Chao DT, Korsmeyer S} Bcl-2 Family: Regulators of cell death. Annu. Rev.
Immunol, 16:395-419, 1998.

(33) Vaux DL, Cory S, Adams JM: Bel-2 gene promotes haemeopoietic cell survival and
cooperates with c-myc to immortalize pre-B cells. Nature, 335:440-442, 1988.

(34) Pan G, O'Rourke K, Dixit VM: Caspase-9, Bel-x}, and Apaf-1 form a ternary complex.

. Biol. Chem., 273:5841-53845, 1998.

103




(35) Oltvai ZN, Milliman CL, Korsmeyer SJ: Bel-2 heterodimerizes in vivo with a
conserved homalog, Bax, that accelerates programed cell death. Cell, 74:609-619, 1993.
(36) Kelekar A, Chang BS, Harlan JE, Fesik SW, Thompson CB: Bad is a BH3 domain-
containing protein that forms an inactivating dimer with Bel-xi. Mol. Cell. Biol., 17:7040-
7046, 1997.

(37) Hsu Y, Youle RJ: Bax in murine thymus is a soluble monomeric protein that displays
differential detergent-induced conformations. J. Biol. Chem., 273: 10777-10783, 1998,

(38) Tsujimoto Y, Croce CM: Analysis of the structure, transcripts, and protein products of
bel-2, the gene involved in human follicular lymphoma; Proc. Natl. Acad. Sci., 83:5214-
5218, 19286.

{39) Reed JC, Jurgensmeier IM; Matsuyama S: Bel-2 family proteins and mitochondria;
Biochym, Biophys. Acta, 1366:127-137, 1998.

{40y Knudson CM, Korsmeyer S§: Bel-2 and Bax function independently to regulate cell
death; Nature Genetics, 16:358-363, 1997,

{41) Wolter KG, Hsu Y, Smith CL, Nechustan A, Xi X, Youle RJ: Movemente of Bax from
the citosol to mitochondria during apoptosis; J. Cell Biol; 139:1281-1292, 1997,

(42) Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T: Molecular Cloning, a laboratoty manual; 2™
edition; Vol. 1, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

(43) Lefkovits I (editor): Immunelogy methods manval; Academic Press, 1997, Vol. 1.

(44) Weinberg RA: Asi se produce el cncer; Investigacién y Ciencia, Noviembre, 1996.
(45) Nagata S: Apoptosis by Death Factor; Cell; 88:355-365, 1997.

(46) Dieffenbach CW, Dveksler GS (editors): PCR Primer: A laboratory manuzl; Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1995.

104



{47) Sato K, Hanada M, Bodwug §, Irie S, Iwama N, Boise LH, Thompson CB, Golemis E,
Fong L, Wang H, Reed J: Interactions among members of the Bcl-2 protein family
analyzed with 2 yeast two hybrid system; Proc. Natl. Acad. Sci.; 91:9238-5242, 1994.

(48) Sedlak TW, Oltvai ZN, Yang E, Wang K, Boise LH, Thompson CB, Korsmeyer 8J:
Multiple Bel-2 family members demostrate selective dimerizations with Bax; Proc. Natl.
Acad. Sci.; 92:7834-7838, 1995,

(49 Kelekar A; Thompson CB: Bel2 family proteins: the tole of the BH3 domain in
apoptosis; Trends in Cell Biology, 8:386-401, 1996.

(50} Yang E, Korsmeyer SJ: Molecular Thanatopsis: a discourse on the Bel-2 family and
cell death; Blood, 88:386-401, 1996.

(51) Nugiez G, Clarke MF: The Bcl-2 family of proteins: regulators of cell death and
survival, Trends in Cell Biology, 4:399-403, 1994.

(52) Reed JC: Bouble identity for proteins of the Bel-2 family; Nature, 387:773-776,1997.
(53) Mathews CK, van Holde KE: Biochemistry, 2™ edition, The Benjamin/Cummings
Publishing Company, USA, 1996, pp 893, 1044.

(54) Kroemer G: The proto-oncogene Bel-2 and its role in regulating apoptosis; Nature
Medicine, 3:614-620, 1997.

(55) O'Reilly LA, Huang DCS, Strasser A: The cell death inhibitor Bel-2 and its
homologues influence control of celt cycle entry; The EMBO Journal, 15:6979-6990, 1996.
(56) Vairo G, Innes KM, Adams JM: Bcl-2 has a cell cycle inhibitory function separable

from its enhancement of cell survival; Oncogene, 13:1511-1519, 1996.

105



(57) Linette GP, L1 Y, Roth K, Korsmeyer SJ: Cross talk between cell death and cell cycle
progression: Bcl-2 regulates NFAT-mediated activation; Proc. Natl Acad. Sci., 93:9545-
9552, 1996.

(58) Brady HIM, Gil-Gémez G, Kirberg J, Berns AJM: Bax o perturbs T cell development
and affects cell cycle entry of T cells; The EMBO Journal, 15:6991-7001, 1996.

(59) Levine AJ: p53, the cellular gatekeeper for growth and division; Cell, 88:323-331,
1997.

(60) Tanaka S, Saito K, Reed JC: Structure-function analysis of the Bel-2 oncoprotein; J.
Biol. Chem., 288:10920-10926, 1993.

(61) Cleary ML, Smith SD, Skiar J: Cloning and Structural analysis of cDNAs for bel-2
and a hybrid bel-2/immunoglobulin transcript resulting from the t(14,18) traslocation; Cell,
47:19-28, 1986.

(62) Seto M, J%.xeger U, Hockett RD, Graninger W, Bennett S, Goldman P and Korsmeyer
SJ: Alternative promoters and exons, somatic mutation and deregulation of the Bel-2-ig
fusion gene in lymphoma; The EMBO Journal, 7:123-131, 1988.

(63) Yu Hsu S, Hsueh AJW: A splicing variant of the Bel-2 member Bok with a wuncated
BH3 domain induces apoptosis but does not dimerize with antiapoptotic Bel-2 proteins in
vitro; J. Biol. Chem., 273:30139-30146, 1998.

(64) Li H, Zhu H Xu C, Yuan J: Cleavage of BID by caspase 8 mediates the mitochondrial
damage in the Fas pathway of apoptosis; Cell, 94:491-501, 1998.

(65)Haldar S, Basu A, Croce C: Bcl-2 is the guardian of microtubule integrity; Cancer Res.,

57:229-233, 1997.

106



(66) Borner C, Martinou I, Mattmann C, Irmler M, Schaerer E, Martinou JC, Tschopp J:
The protein Bel-2 o does not require membrane attachment, but two conserved domains to
suppress apoptosis; 1. Cell Biol., 126:1059-1068, 1994.

{67y Nguyen M, Branton PE, Walton PA, Oltvai ZN, Korsmeyer SJ and Shore GC: Role of
membrane anchor domain of Bcl-2 in suppression of apoptosis caused by ElB-defective
adenovirus; J. Biol. Chem.; 269:16521-16524, 1994.

(68) Apte SS, Mattei MG, Olsen BR: Mapping of the human bax gene to chromosome
19g13.3-q13.4 and isolation of a novel alternatively sliced transcript, bax &; Genomics,
26:392-594, 1995.

(69) Zhou M, Demo SD, McClure TN, Crea R, Bitler CM: A novel splice variant of the cell
death-promoting protein Bax; J. Biol. Chem., 273:11930-11936, 1998.

(70) Hunter JJ, Parslow TG: A peptide sequence from Bax that converts Bel-2 into an
activator of apoptosis; J. Biol. Chem., 271:8521-8524, 1996.

(71) Brady HIM, Gil-Gémez G: Molecules in focus. Bax. The pro-apoptotic Bel-2 family
member, Bax; Int. J. Biochem. & Cell Biol., 30:647-650, 1998.

(72) Middleton G, Nunez G, Davies AM: Bax promotes neuronal survival and antagonises
the survival effects of neurotrophic factors; Development, 122:695-701, 1996.

(73) Hague A, Moorghen M, Hicks D, Chapman M, Paraskeva C: Bel-2 expression in
human colorrectal adenomas and carcinomas; Oncogene, 9:33667-3370, 1994,

(74) Sinicrope FA, Ruan SB, Cleary KR, Stephens LC, Lee JJ, Levin B: bel-2 and p33
ancoprotein expresion during colorrectal tumorigenesis; Cancer Res., 55:237-241, 1995.
{75) Ofter D, Riehemann K, Maier H, Riedmann B, Nehoda H, Totsch M, Bocker W,

Jasani B, Schmid KW: Immunohistochemically detectable bel-2 expression in colorrectal

107



carcinoma: correlation with tumor stage and patient survival; British Journal of Cancer,
72:981-985, 1995.

(76) Bedi A, Pasricha PJ, Akhtar AJ, Barber JP, Bedi GC, Giardiello FM, Zehnbauer BA,
Hamilton SR, Jones RJ: Inhibition of apoptosis during development of colorectal cancer;
Cancer Res. 55:1811-1816, 1995.

(77y Kitcher Philip, “The lives to come, the genetic revolution and human possibilities”,
Penguin Books, England, 1997, p. 60.

(78) Kaklamanis L (et af): Early expression of bei-2 protein in the adenoma-carcinoma
sequence of colorectal neaplasia; 1. Pathol,, 179:10-14, 1996.

(79) Watson ATM (et al): Evidence for reciprocity of bel-2 and p33 expression in human
colorrectal adenomas and carcinomas; British J. Cancer, 73:889-895, 1996.

(80) Bruno Baretton G (et al): Apoptosis and immunohistochemical bel-2 expresion in
colorectal adenomas and carcinomas; Cancer, 77:255-264, 19.96.

(81) Krajewska M (et al): Elevated expression of bel-xl and reduced bak in primary
colorectal adenocarcinomas; Cancer Res., 56:2422-2427, 1996.

(82) Maurer CA (et al): Apoptosis inhibiting factor Bel-xl might be the crucial member of
the Bel-2 gene family in colorectal cancer; Dig. Dis. Sci,, 43:2641-2648, 1998.

(83) Rampino N (et al): Somatic frameshift mutations in the bax gene in colon cancers of
the microsatellite mutator phenotype; Science, 275:967-969, 1997,

(84) Abdel-Rahman WM (et al): Role of Bax mutations in mismatch repair-deficient
colorectal carcinogenesis; Oncogene, 18:2139-2142, 1999.

(85) Gil J (et al): Impairment of the proapoptotic activity of Bax by missense mutations

found in gastrointestinal cancers; Cancer Res., 59:2034-2037, 1899,

108



(86) Miyashita T, (et al):Tumor supressor p33 is a regulator of bel-2 and bax gene
expression in vitro and in vivo; Oncogene, 9:1799-1805, 1994.

(87) Gazzaniga P, (ct al): bel-2/bax mRNA expression ratio as prognostic factor in low-
grade urinary bladder cancer; Int. J. Cancer; 69:100-104, 1996.

(88) Wheaton S, (et al): Bcl-2 and Bax protein expression in indoient versus aggressive B-
cell non-Hodkin’s lynhomas; Human Pathol., 29:820-825, 1998.

(89) Pepper C. (et al): Regulation of clinical chemoresistance by bcl-2 and bax
oncoproteins in B-cell chronic lymphocytic leukaemia; Britisk J. Haematology, 95:513-
517, 1996.

(90) Pepper C, Bentley DP: Bel-2/Bax ratios in chronic lymphocytic leukaemia and their
correlation with in vitro apoptosis and clinical resistance; British J. Cancer, 76:935-938,
1997.

(91) Thomas A, (et al): Drug-induced apoptosis in B-cell chronic tymphocytic leukemia:
relationship between pS3 gene mutation and bel-2/bax proteins in drug resistance;
Oncogene, 12:1055-1062, 1996.

(92) Chresta C. (et al): Hypersensitivity of human testicular tumors to etoposide-induced
apoptosis is associated with functional p53 and a high Bax:Bcl-2 ratio; Cancer Res.,
56:1834-1841, 1996.

(93) Findley HW (et al): Expression and regulation of Bel-2, Bel-xl, and Bax correlate with
p53 status and sensitivity to apoptosis in childhoood acute lymphoblastic leukemia; Blood,
89:2986-2993,1997.

(94) Mathews CK, van Holde KE: Biochemistry, 2" edition, The Benjamin/Cummings

Publishing Company, USA, 1996, p. 1073.

109



{95) Leahy DT (et al): bel-2 protein expression is associated with better prognosis in
colorrectal cancer; Histopathology, 35:360-367, 1999,

(96) Kanavaros P (et al): Expression of p53, p21/waf, bel-2, bax, Rb and Ki67 proteins in
colorectal adenocarcinomas; Med Oncol, 16:23-30, 1999,

(97) Hao XP, llyas M, Talbot IC: Expression of Bel-2 and p33 in the colorectal adenoma-
carcinoma sequence; Pathobiology, 65:140-145, 1997.

(98) Kaklamanis L (et al): bcl-2 protein expression: association with p53 and prognosis in
colorectal cancer; British J Cancer, 77:1864-69, 1998.

(99) Tollenaar R (et al): Immunohistochemical detection of p53 and Bel-2 in colorectal
carcinoma: no evidence for prognostic significance; British J Cancer, 77:1842-47, 1998,
(100) Ilyas M (et al): Loss of Bcl-2 expression correlates with tumour recurrence in
colorrectal cancer; Gut, 43:383-387, 1998.

(101) Tovar-Guzmén (et al): Epidemiologic panorama of colorrecial cancer in Mexico,

1980-1993; Dis Colon Rectum, 41:225-231, 1998.

119



X.- APENDICE:

A continuacion se indica la composicién y preparacién de fas diferentes soluciones

empleadas:

Amortisuador de corrida para ARN: Amortiguador de carga para ARN:
{cantidades para 2L de amortiguador 35X} EDTA 1 mM 49.5 % v/v.

Acetato de sodic 50 mM: 16L Glicerol 50 %

EDTA 0.5 M: 20mL Azul de bromofenol 0.25% pfv
MOPS: 412¢g Xilencianol $.25% p/v

Agua libre de RNAsas: cbp 2L

Etanol al 75% libre de ribonucleasas:

Componentes:
Etanol absoluto: 75 mL
Agua desionizada tratada con DEPC: 25 mL
En una probeta estéril de 100 mL se mezclan los volamenes indicados. La solucion se

guarda en un frasco estéril.

Solucion de Bromaro de etidio:

Componentes:
Bromuro de etidio: 1 mg
Agua estéril: 1 mL
En una balanza analitica se pesan 0.0010 g, mismos que se colocan en un tubo Eppendorf

de 1.5 mL, al cual postetiormente se adiciona 1 mi de agua estéril.
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Amortisuador de carga para ADN:

Glicero! 30% viv.
Azul de bromofenol 0.25% p/v.
Xilencianol 0.25% p/v.

Agua desionizada estéril.

Amortiguador de Corrida para ADN:
Cantidades para preparar 1L 5X

Tris base S4¢g
Acido bérico 275g
EDTA0SMpH=8.0 20 mL

Agua desionizada estéril chp 1000 mL
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