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Resumen

Objetivo. El propésito de este estudio fue evaluar en pacientes con LBDCG la expresion de las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-X
y de las proteinas pro-apoptdticas Bad y Bau asociacion con la supervivenditateriales y métodosSe analizaron biopsias dé 28
pacientes con diagndstico de LBDCG. La expresion de los reguladores apopgtgatiéo mediante western blot. La asociacién entre la
expresion de las proteinas y la supervivencia fue analizada mediante el método de Kaplan-Meier y la pruebBésgitadés Las

proteinas Bcl-2, Bak, Bad y Bcl-ge encontraron expresadas en el 78,8 %; 71,4 %; 64,3 %y 50 % de los casos de LBDCG respectivamente.
No encontramos asociacion éntre la presencia de las proteinas o sus niveles de expresién y la supervivencia totala He fresenci
proteinas Bad y Bcl-xL se asocid con una mayor supervivencia libre de enfermedad (33,3% vs. 20,0%, p LR test= 0,00324299% vs.

p LR test= 0,03 respectivamente). Niveles altos de expresion de Bad y dedecs6dciaron con una supervivencia libre de enfermedad
mayor (35,7% vs. 21,4%, p LR test= 0,012 y 42,9% vs. 14,3%, p LR test= 0,045 respectivaboactakion.Dado que la expresion

de la proteina Bad en los tumores se asocié con una mayor supervivencia libre de enfermedad, los pacientes con bagogpregédes de

de esta proteina podrian ser beneficiados en un futuro con terapias orientadas a inhibir las moléculas anti apoptotidasi-2cl-xL
mediante el empleo de moléculas que se unen especificamente al dominio BH3.

Palabras claveLinfoma B Difuso de Célula grande, proteina Bcl-2, proteina Bepdoteina Bad, proteina Bax, analisis de supervivencia.
L

Abstract

Pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins as prognostic factors in diffuse large B-cell lymphoma in adults. Objectiv@ur

purpose was to evaluate the expression of antiapoptotic proteins Bcl-2 andaBd-pro-apoptotic proteins Bad and Bax and their
association with survival, in patients with DLBOMaterials and methods We"analyzed biopsies from 28 patients diagnosed with
DLBCL. The expression of the apoptotic regulators was assessed by western blot. The association between protein expression and
survival was analyzed by the Kaplan-Meier method and the log-ranReestlts.Bcl-2, Bak, Bad and Bcl-proteins were expressed

in 78.8, 71.4, 64.3 and 50% of the DLBCL cases, respectively. We found no association betweeh the presence of proteins or their
expression levels and overall survival. Both Bad and Bualexe associated with higher disease-free survival (33.3% vs. 20.0%, p LR
test= 0,003; 42.9% vs. 14.3%, p LR test= 0.03, respettively). High expression levels of Bad andeBelassociated with a higher
disease-free survival (35.7% vs. 21.4%, p LR test= 0.012 y 42.9% vs. 14.3%, p LR test= 0.045, respEciniligion.Given that
expression of the Bad protein in tumors was related to a higher disease-free survival, patients with low expressiordéeelsidf B

be candidates in future therapies oriented towards the inhibition of the anti-apoptotic proteinarBtBgl-2 by using molecules that

bind specifically to the BH3 domain. -

Key words: diffuse large B-cell ymphoma, Bcl-2 protein, Bcl-pgrotein, Bad protein, Bax protein, survival analysis
L
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Resumo

Proteinas pré-apoptoéticas e anti-apoptoticas como fatores de prognéstico no Linfoma B difuso de célula grande em adultos.
Obijetivo. O objetivo deste estudo foi avaliar em pacientes com LBDCG a expressao das proteinas anti-apoptética Bele2daBcl-X
proteinas pré-apoptéticas Bad e Bax e sua associacdo com a sobrevivatesiais e métodos.Foram analisadas bidpsias de 28
pacientes com diagnéstico de LBDCG. A expressao de reguladores de apoptose foi avaliada por Western blot. A associagéo entre
expressao das proteinas e a sobrevivéncia foi analisada pelo método de Kaplan-Meier e o testRésgHtadks As proteina Bcl-2,

Bak, Bad e Bcl-x foram expressas em 78,8%, 71,4%, 64,3% e 50% dos casos de LBDCG, respectivamente. N6s ndo encontramos
associacdo entré a presenca das proteinas ou de seus niveis de expressao e a sobrevivéncia total. A presenca das Pobbeifuas Bad
associada a maior sobrevivéncia livre da doenca (33,3% vs. 20,0%, p LR teste= 0,003; 42,9% vs. 14,3%, p LR teste=i008¢respect

Altos niveis de expressdo de Bad e de Bcfexam associados com uma sobrevivéncia livre da doenga maior (35,7% vs. 21,4%, p LR
teste= 0,012 e 42,9% vs. 14,3%, p LR teste= 0,045, respectivan@artelusio.Uma vez que a expressio da proteina Bad em tumores

foi associada com uma maior sobrevivéncia livre de doenca, 0s pacientes com baixos niveis de expresséo dessa proteiea poderiam
beneficiados num futuro com terapias orientadas a inibir as moléculas anti-apoptoticas Bal-X utilizando moléculas que se ligam
especificamente ao dominio BH3. -

Palavras-chave Linfoma B Difuso de Célula grande (LBDCG), proteina Bcl-2, proteina Bgh#éteina Bad, proteina Bax, analise de
sobrevivéncia. -

Introduccioén miento con un prondstico més favorable para el subtipo
similar a LB de centro germinal (5). Los microarreglos de
El linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) es el subtipoADN aun no se emplean de manera rutinaria en la clinica
de linfomas no Hodgkin (LNH) mas comun en los paiseslebido a su costo y a que estan disponibles en pocos cen-
occidentales, representa entre el 30y el 40% de todos las y ademas requieren la evaluacion de tejido fresco o
LNH diagnosticados en adultos, en la poblacién pediatricaongelado lo que dificulta su aplicacion. A partir de los
representa entre el 15 y el 20 % (1). Segun los criteriohallazgos en expresion diferencial de mRNA de varios
diagndsticos incluidos en la clasificacion de neoplasiasnarcadores se ha comprobado que los LDDCG se pueden
hematologicas de la OMS, los LBDCG se subdividen erclasificar en dos grupos de prondéstico: los de centro
distintas entidades desde el punto de vista morfologicogerminal y los que no corresponden a centro germinal con
inmunofenotipico y genético con diferencias importanteshase en la deteccién por immunohistoquimica de CD10,
en comportamiento clinico, respuesta al tratamiento yocl-6 y MUM1 (6). Sin embargo, los subtipos GBC y ABC
supervivencia (2). no fueron incorporados formalmente en la clasificacion de
la OMS del 2008 debido a la no disponibilidad del perfil
El prondstico del LBDCG varia seglin sus caracteristicage expresion génica como test diagndéstico de rutina y a
clinicas definidas por el indice de prondstico internacio-que la correlacion entre la inmunohistoquimica y los estu-
nal (IPI) que esta basado en cinco factores pronéstico indelios de expresion génica es imperfecta. Adicionalmente
pendientes que incluyen: edad al momento del diagnéstic@stos subtipos aun no direccionan la terapia (1).
estadio clinico, infiltraciéon de sitios extraganglionares,
nivel sérico de lactato deshidrogenasa, y estado generkR apoptosis y la regulacion del ciclo celular juegan un
(3). Existe una variabilidad considerable en la supervivenpapel importante en la patogénesis y progresion tumoral
cia de pacientes con idéntico IPI, ésta se atribuye a la hetéh pacientes con LBDCG, los tumores que son intrinseca-
rogeneidad genética y molecular de esta neoplasia (4). Lente resistentes a la quimioterapia presentan alteracio-
evaluacion de los perfiles de expresion génica ha contrines genéticas que afectan genes reguladores de la apoptosis
buido al entendimiento de la heterogeneidad de lod0o que los hace incapaces de activar la maquinaria
LBDCG mediante la identificacion de al menos tresapoptoética (7). La proteina Bcl-2 hace parte de una familia
subgrupos principales con un origen celular diferente: efle proteinas relacionadas que contienen regiones de
subgrupo denominado similar a centro germinal B (CGB)homologia denominadas dominios de homologia con Bcl-
que presenta alta expresion de genes caracteristicos de B§BH), algunas de ellas son anti-apoptéticas y contienen
linfocitos B del centro germinal, un segundo subgrupocuatro dominios de homologia BH (Bcl-2, Bcl-X) y
similar a linfocitos B activados con caracteristicas de exotras son pro-apoptdticas y contienen tres dominios,BH
presion similares a las observadas en linfocitos B activatBax, Bak, Bcl-X y otras), existe un tercer grupo pro-
dos (ABC), y un tercer subgrupo denominado tipo 3 queapoptotico con un unico dominio de homologia,@#d,
muestra heterogeneidad en el patrén de expresion génidaid, Bik y otras) (8). La expresion de las proteinas de la
Estos subgrupos muestran diferencias en respuesta al trafamilia Bcl-2 es variable y heterogénea en los LBDCG (9-
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11). La proteina Bcl-2 es una de las mas estudiadas e\estern blot

LBDCG, su expresion ha sido reportada en 24 a 60% de

estos (4), y se asocia con menor supervivencia J0S extractos proteicos fueron separados mediante SDS-
quimioresistencia (12,13), sin embargo en varios estudioBAGE al 12,5%. En cada gel se incluy6 un patron de peso
no se ha encontrado esta asociacion (14,15). Aunque rolecular (BIO-RAD, Low Range). Las proteinas se
expresion de otras proteinas de la familia Bcl-2 como Badyansfirieron del gel a una membrana de Inmobilon-P
Bax y Bcl-X ha sido menos estudiada en LBDCG, tam-Millipore ® empleando un sistema de transferencia semi-
bién se ha encontrado asociada a resistencia a la quimiotgeco. Se bloguearon los sitios libres de la membrana mediante
rapia y menor supervivencia (9,10,16). En el presenténcubacion con leche descremada al 2%y Tween 20 al 0,05%
estudio se evaluo la expresion de las proteinas anten PBS (PBS-tween-leche) durante dos horas. Las membranas
apoptéticas Bcl-2 y Bcl-Xy de las proteinas pro- fueron lavadas 3 veces con PBS-tween al 0.1% por 5y
apoptoticas Bad y Bax en biopsias de pacientes con LBDC@osteriormente incubadas por 2 horas a temperatura
y su asociacion con la supervivencia total y la supervivenambiente con un panel de 7 anticuerpos marca Santa Cruz
cia libre de enfermedad. Biotechnologies especificos para Bégbk sc-832), (sc-
7869), Bcl-x (sc-509), Bag-1 (sc-939), Bax (sc-7480) Bcl-
2(sc-509) y Actina (sc-7210). Posteriormente, la membrana
se lavo cuatro veces, se incubd por 1 hora con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa en una dilucion
) . 1:500 y finalmente, luego de 3 lavados similares a los
Especimenes clinicos anteriores, las bandas fueron reveladas con una solucién de

. L . . erdxido de hidrogeno y aminoetilcarbazol. Como control
Se incluyeron biopsias provenientes de 34 pacientes adLﬁ—

i di sstico de LBDCG de localizaci i ositivo se evalud Bcl-2 en extractos proteicos de la linea
0s con diagnostico de . € localizacion ge,mg lonareeylar AGS, y como control interno de cada muestra se
tratados en el Instituto Nacional de Cancerologia de Bo

. . . = ““determind la Actina. Las membranas fueron analizadas en
?ota, Color‘|nb|ta éINC)I entre 1t99dS Iy 1999. La bIOIOSI"’:jsun densitometro (Bio Rad, modelo GS-670). Cada banda
ueron recolectadas al momento del INgreso y Conseivadage caracterizada por su peso molecular usando una curva
a -80°C desde el momento de su toma. El diagndstico

. . "~ “de calibracion. Adicionalmente se determiné la densidad
los casos fue realizado por el hematopatologo del Insntutgrtica de cada banda (volumen/Ague fue corregida con

Nacional de Cancerolog_lfa con los parr_;\met_r 0S VIgentes pagg  a1or determinado para la banda de Actina en cada caso.
la fecha de recoleccion de las biopsias. Los datos

clinicopatoldgicos, modalidades de tratamiento y datos

de seguimiento se tomaron de las historias clinicas. Est&nalisis estadistico

articulo es producto de un proyecto de investigacion que

fue presentado al Comité de Etica e Investigaciones dalos resultados fueron analizados con el programa SPSS. La

Instituto Nacional de Cancerologia y fue aprobado para sesociacion entre la expresion de las proteinas y la

realizacion y financiado con recursos de inversion de laupervivencia fue analizada mediante el método de Kaplan-

nacion a través del Departamento Nacional de PlaneacioMeier y la prueba log-rank. Se consider6 una diferencia

Los pacientes consintieron de manera voluntaria su partsignificativa cuando la p fue menor a 0,05. La supervivencia

cipacion en el estudio. total fue definida como el periodo de tiempo transcurrido

entre la fecha ddiagndstico y la fecha de muerte de los

., . pacientes. La supervivencia libre de enfermedad fue

Obtencion de extractos proteicos calculada como el tiempo transcurrido desde el inicio del

Flatamiento hasta la reaparicion de la enfermedad.

Materiales y métodos

Las biopsias fueron descongeladas y disgregadas cot
bisturi en solucién de lisis que contenia Igepal CA-630 al
1%, EDTA (2 mM), pepstatina A (@/mL), aprotinina (2

pg/mL) y PMSF (100ug/mL) en tampén fosfato salino
(PBS). La suspension fue sometida a siete ciclos dBeSUItadOS

ultrasonido, con pulsos de 1 min. y recesos de 30 s.,

posteriormente se centrifugo, se recupero el sobrenadani2gplacion

y se almacené a -20°C hasta su uso. Para emplear como

control positivo para el western blot, se prepar6 un extract®e incluyeron en total 34 casos de pacientes con
a partir de la linea celular AGS (ATCC CRL-1739) derivadadiagnostico de LBDCG. Sus caracteristicas clinico-

de adenocarcinoma gastrico. biolégicas se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

diagnosticados con LBDCG.

Caracteristica Frecuencia  Porcentaje (%)
Sexo

Masculino 15 441

Femenino 19 55,9
Edad*

< 60 afios 27 79,4

= 60 afos 7 20,6
Estadio clinico

-1l 17 50,0

-1v 7 20,6

ND 10 29,4
Hemoglobina

> 12 6 13.5 g/dL 11 32,3

<12 6 13.5 g/dt 16 47,1

ND 7 20,6
Lactato Deshidrogenasa

> 300UI/L 19 55,9

< 300UIl/L 13 38,2

ND 2 5,9
Infiltracion fuero de ganglios

Si 12 35,3

No 22 64,7
Tratamiento

Quimioterapia 18 52,9

Radioterapia 2 5,9

Ambas 14 41,2

Expresion de proteinas pro- y anti-apoptéticas

La expresion de proteinas fue analizada en 28/34 muestras,
debido a que en 6 muestras no se obtuvo un extracto
proteico en la concentracion requerida para los ensayos
En lafigura 1 se presentan los resultados representativos

de western blot para dos casos. EFdlla 2 se presentan

los resultados obtenidos para la totalidad de los casos
analizados.

Tabla 2. Porcentaje de expresion de proteinas pro- y
anti-apoptéticas en los casos evaluados de LBDCG.

Proteina n? %

Bcel-2 22 78,6
Bak 20 71,4
Bad 18 64,3
Bel-xL 14 50,0

@Para una poblacion de 28 muestras

La proteina Bcl-2 fue la que se observo con mas frecuencia
en las muestras, seguida de las proteinas Bak y Bad. La
proteina Bax so6lo fue observada en una de las muestras,
mientras que la proteina Bag no fue observada en ninguna,
por lo que estas dos proteinas fueron excluidas de los

ND: No determinadd; Rango de edad de la poblacion analizada@nalisis posteriores.

30-84 afio,¥Valor de referencia hemoglobina: =12 g/dL para las

muijeres y = 13,5 g/dL para los hombres, * Estos valores con re€&n la figura 2 se presenta la distribucion de los niveles de

pecto al total de la poblacién: 34 pacientes

PPM 12

1 W
] B
] &N

974
66.2
45.0 ‘

14
30 . i
2.5 |
44

7 8

expresion en los 28 casos de LBDCG para cada una de las

PPM 1 234567 8
97.4
66.2

45.0

.o

21.5

Il.lh________

Figura 1. Expresion de proteinas pro-apoptoticas y anti-apoptdticas en dos casos representativos de LBDCG: 1. Bad, 2. Bcl-
X, 3. Bag, 4. Bax, 5. Bcl-2, 6. Actina, 7. Bak, 8. Control positivo: Bcl-2 en células AGS.
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Figura 2. Niveles de expresion de las proteinas pro- y anti-apoptoticas evaluadas en LBDCG.

proteinas analizadas corregidas en relaciéon con la actinpresenta en la tabla 4. La presencia de las proteinas Bad y Bcl-
Con el fin de categorizar los resultados de expresion de_se asocio con una mayor supervivencia libre de enfermedad
cada proteina, se tomaron los valores por encima ddB3,3% vs. 20,0%, p LR test= 0,003; 42,9% vs. 14,3%, p LR
percentil 50 como de alta expresion y aquellos por debajtest= 0,03 respectivamentdjigura 3, paneles A y B).
0 iguales a este percentil como de baja expresion.
Adicionalmente se realiz6 un analisis de supervivencia en
) ) ) . el que la expresién de las proteinas individuales se
Supervivencia total y supervivencia libre de categoriz6 de acuerdo al percentil 50 en niveles altos y
enfermedad bajos de expresion (figura 4 paneles A, B y C). El analisis
univariado de los niveles de expresién de las proteinas
El tiempo medio de supervivencia total de los paciente®ad, Bcl-xL, Bcl-2, y Bak en relacién con la supervivencia
evaluados fue de 26,3 meses y el de supervivencia libre dgobal y la supervivencia libre de enfermedad se presenta
enfermedad fue de 16,9 meses. De los 34 pacientesn la tabla 5. En concordancia con el andlisis segun
evaluados 24 presentaron recaida de la enfermedad (70,6%resencia o ausencia de la proteina, se observé que niveles
durante el seguimiento y 19 murieron (55,9%). altos de expresion de Bad se asocian con una supervivencia
libre de enfermedad mayor comparada con la observada
Se realizé un andlisis univariado de las variables clinicas deara bajos niveles de expresién de esta proteina (35,7% vs.
los pacientes al momento del diagnéstico en relaciéon con 121,4%, p LR test= 0,012)Tébla 5, Figura 4). La
supervivencia, sin encontrarse asociaciones significativasupervivencia libre de enfermedad en los pacientes con
En la tabla 3 se presentan los resultados para laltos niveles de Bcl-xL fue de 42.9% mientras que en
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia globalpacientes con niveles bajos fue del 14,3% (p LR
test=0,022). Niveles altos de expresion de la proteina Bcl-
El analisis univariado para la expresion o no expresion de la S€ asociaron significativamente con una mayor
proteinas Bad, Bclx Bcl-2 y Bak en relacion con la supervivencia libre de enfermedad (42,9% vs. 14,3%, p
supervivencia total y la supervivencia libre de enfermedad skR test= 0,045)Tabla 5, Figura 4).
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Figura 3. Supervivencia libre de enfermedad a 60 meses de los pacientes con LBDCG evaluada para expresiéon o no
expresion de las proteinas Bad (panel A) y Bcl-XL (panel B).
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Figura 4. Supervivencia libre de enfermedad a 60 meses de los pacientes con LBDCG evaluada seglin los niveles de
expresion de las proteinas Bad (panel A), Bcl-x (panel B) y Bcel-2 (panel C).
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Tabla 3. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global total a 60 meses segun las variables clinicas.

Caracteristicas n Supervivencia Supervivencia
clinicas libre de enfermedad global

n (%) p¢ n % pe
Sexo
Femenino 12 2 (16,7) 0,876 6 (50,0) 0,919
Femenino 16 6 (37.,5) 7 (43,8)
Edad
=60 arfios 4 0 (0,0) 0,984 2 (50,0) 0,552
<60 afios 24 8 (33,3) 11 (45,8)
Estadio
[-11 15 5 (33.3) 0,137 6 (40,0) 0,831
I-1v 6 0 (0,0) 2 (33,3)
LDH
=300 UI/L 16 6 (37.5) 0,089 8 (50,0) 0,245
<300 UI/L 10 1 (10,0) 3 (30,0)
Hemoglobina®
=>12/13,5 g/dL 10 4 (40,0) 0,579 3 (30,0) 0,079
<12/13.5 g/dL 12 2 (16,7) 6 (50,0)
CEG®
Si 11 4 (36,4) 0,394 6 (54,5) 0,532
No 17 4 (23,5) 7 (41,2)
Tratamiento
Quimioterapia? 16 6 (37.5) 0,746 7 (43,8) 0,699
Radioterapia 2 0 (0,0) 1 (50,0)
Ambas 10 2 (20,0) 5 (50,0)

a/alor de referencia: 12 g/dL para mujeresy 13,5 g/dL para homiBmapromiso extragangliondp. log-rank testEsquema CHOP

Tabla 4. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global a 60 meses de pacientes con LBDCG de
acuerdo a la presencia y ausencia de la banda.

Caracteristicas n Supervivencia Supervivencia
clinicas libre de enfermedad global

n (%) P* n % P*
Bad
Positivo 18 6 (33,3) 0,003 10 (55,6) 0,255
Negativo 10 2 (20,0) 3 (30,0)
Bel-X|
Positivo 14 6 (42,9) 0,03 9 (64,3) 0,160
negativo 14 2 (14,3) 4 (28,6)
Bcl-2
Positivo 22 4 (31.8) 0,226 12 (54,5) 0,095
Negativo 6 4 (16,7) 1 (16,7)
Bak
Positivo 20 7 (30,0 0,878 9 (45,0) 0,747
negativo 8 1 (25,0) 4 (50,0)
p log-rank
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Tabla 5. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global a 60 meses de pacientes con LBDCG de
acuerdo a los niveles de expresion de las proteinas pro- y anti-apoptoticas.

Proteina n Supervivencia libre de Supervivencia global
enfermedad

n (%) P’ n % P’
Bad
Alto 14 5 (35,7) 0,012 10 (71,4) 0,062
Bajo 14 3 (21,4) 3 214
Bel-X
Alto 14 6 (42,9) 0,022 9 (64,3) 0,160
Bajo 14 2 (14,3) 4 (28,6)
Bcl-2
Alto 14 6 (42,9) 0,045 8 (57,1) 0,540
Bajo 14 2 (14,3) 5 (35,7)
Bak
Alto 14 5 (35,7) 0,464 6 (42,9) 0,511
Bajo 14 3 (21,4) 7 (50,0)
p log-rank
Discusion No encontramos asociacion entre la presencia de las

proteinas analizadas y la supervivencia total. Sin embargo
EI LBDCG es una neoplasia de comportamiento heterogdos analisis de la supervivencia libre de enfermedad
neo y respuesta variable al tratamiento convencional. Emostraron que altos niveles de expresion de la proteina
este estudio analizamos mediante western blot la exprgro-apoptotica Bad y de las proteinas anti-apoptdticas Bcl-
sion de las proteinas Bad, Bel-Bcl-2 y Bax en biopsias X Y Bcl-2 se asocian con una supervivencia libre de
pre tratamiento de 28 pacientes con LBDCG y evaluamognfermedad mayor en los pacientes evaluados (p=0,012;
su asociacion con el prondstico. p=0,022 y p=0,045, respectivamente). El criterio de

categorizacion ausencia y presencia mostro resultados
La expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 fue obsimilares. Se encontr6é asociacion de la presencia de la
servada en el 78,6% de los casos de LBDCG, en estudiggoteina Bad (p=0,003) y Bcl-xL (p=0,022) con una mayor
realizados con inmunohistoquimica se reporta expresiésupervivencia libre de enfermedad.
de Bcl-2 en un 24 a 60 % de los casos (4). Estas diferencias
obedecen a la variabilidad del punto de corte empleado eBl valor pronéstico de la expresion de Bcl-2 es
los estudios de inmunohistoquimica para definir un cas@ontroversial (17), al igual que en este estudio en varios
como positivo (10 a 90%), lo que hace dificil contrastarlosestudios, en los que se emplea inmunohistoquimica para
con nuestros resultados en los que la presencia de la bandaevaluacion de Bcl-2, no se ha encontrado asociacion
define la expresion de la proteina. entre la expresion de Bcl-2 y la supervivencia total (12-

14). En contraste, existen varios reportes en los que se
La proteina Bcl-x se encontré expresada en un 50,0% deencuentra esta asociacion (18,19). Estas diferencias son
los casos, la proteina Bak en el 71,4% y la proteina Bad esxplicadas en parte por la variabilidad en las
el 64,3%. Bai y cols. (11) mediante inmunohistoquimicametodologias empleadas (20).
con un punto de corte del 10% reportan la expresion de
Bcl-x_Bak y Bad en 60%, 52% y 76% de los casos de_a asociacién encontrada entre altos niveles de expresion
LBDCG respectivamente. Saez y cols, (9) empleandgje Bcl-2 y una mejor supervivencia libre de enfermedad
microarreglos de tejido y el mismo punto de corte reportafue inesperada, pues en varios estudios se reporta una menor
expresion de Bclyxen 38,8% de los casos. supervivencia libre de enfermedad para individuos con
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tumores con alta expresion de Bcl-2 (12,13) mientras emayor supervivencia libre de recaidas. En este sentido, es

otros no se reporta esta asociacion (21-23). interesante la observacion de Abbott y cols quienes
reportan que al tratar un linea celular derivada de un linfoma

La asociacion de los niveles de expresion de Bax, Bcl-xIB no Hodgkin con una molécula organica pequefia se

y Bad y la supervivencia ha sido poco evaluada. En variogiduce apoptosis con expresion incrementada de las

estudios (22,24,25) al igual que nosotros no encuentraproteinas Bcl-2, Bel-xL y Bad (32).

asociacion entre la expresion de Bax y la supervivencia,

en contraste, Sohn y cols reportan asociacién entre laas asociaciones encontradas entre las proteinas de la fa-

expresién de Bax y supervivencia total y libre demilia Bcl-2 y el LBDCG han encaminado la investigacion

enfermedad (21). En concordancia con nuestros resultados,la busqueda de estrategias optimizadas de tratamiento

Troutaud y cols encuentran que bajos niveles de expresid@ue combinen el uso de agentes quimioterapéuticos con

de Bad se asocian con la presencia de estados clinicosoléculas que neutralicen los efectos de las proteinas de

avanzados (16). la familia Bcl-2 y al desarrollo de ligandos para Bcl-2 y sus
homdélogos anti-apoptéticos. Una variedad de métodos

Se ha sugerido que la proteina Bad y los miembros similargscluyendo analisis computacional y tamizacion de pro-

que contienen sélo el dominio BEctian corriente arriba  ductos naturales y sintéticos se han usado para identificar

de los miembros multidominio controlando de esta maneranoléculas capaces de unirse a Bcl-2 o a Bcl-xL e inhibir

el destino celular. El dominio BH3 participa en la formaciénsus funciones (27). En ese sentido y considerando que en

de heterodimeros con las proteinas anti-apoptdticas. Bcln grupo de pacientes se observa una mejor supervivencia

2y Bel-xL se unen con gran afinidad al domino BH3 de lalibre de enfermedad en presencia de Bad, a pesar de la

proteina Bad, a través del bolsillo hidrofébico que se formaxpresion de altos niveles de Bcl-2 y BcX-L, los pacientes

en sus superficies (26). Se ha propuesto que estawn bajos niveles de expresion de Bad, podrian beneficiar-

interacciones directas proteina-proteina neutralizarian lase en un futuro con terapias orientadas a inhibir estas dos

funciones anti-apoptéticas de Bcl-2 y sus homélogos comanoléculas anti apoptdticas mediante la union de molécu-

Bcl-xL (27). La proteina Bad parece ser importante en elas especificas al dominio BH3.

desarrollo del LBDCG. En un modelo murino deficiente

de Bad, los ratones con la edad desarrollan LBCGD de I

origen en centro germinal, esto sugiere un papel putativé:dradecimientos

de Bad en la patogénesis de estas neoplasias (11,28,28). Se d dio d d d

ha propuesto que Bad por si sola no es suficiente parl?aOS agt?rels e este eztu 10 lesc?an ?jgra ecer Ie 'l“agelra

conducir a la muerte celular, aunque podria en su e:stacfoslo.ec'a a los grupos de Pato oglay de Hematologia de

. ) o nstituto Nacional de Cancerologia.

desfosforilado unirse a Bcl-2, disminuyendo el umbral de

activacion de otras proteinas pro-apoptéticas como Bak y

Bax, y producir la muerte celular (28). Financiacion

Es posible que la asociacion entre altos niveles de expresi@ste proyecto fue financiado por el Instituto Nacional de
de Bad, Bcl-xL y Bcl-2 con la supervivencia libre de Cancerologia. Bogota, D.C., Colombia.

enfermedad se deba a la interaccién que tienen entre si

durante la apoptosis. Los miembros anti- y pro-apoptoticos

permanecen en distintos compartimientos subcelulare€Conflictos de intereses

pero ante una sefial de muerte, las proteinas pro-apoptoticas

pueden sufrir un cambio conformacional que les permitd-0S autores declaran que no existen conflictos de intereses
integrarse a las membranas donde residen las protein8n relacion a este trabajo.

anti-apoptéticas (29,30). La proteina Bad podria sufrir la

desfosforilacion y subsiguiente liberacion del complejo

con la proteina citosélica 14-3-3, resultando en laReferencias

dimerizacion con Bcl-2 y Bcel-xL y la inactivacion de las

funciones de supervivencia de estas proteinas, resultando Jaffe ES. The 2008 WHO classification of
en la muerte celular (31). Aunque las tres proteinas se |ymphomas: implications for clinical practice and
encuentren en niveles de expresion altos, el balance entre translational research.Hematology. American
ellas puede resultar en la muerte celulary un aumentoenla Society of Hematology. Education Prograg009;
apoptosis en las células tumorales, reflejandose en una 523-531.
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