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RESUMEN

El ciclo celular mitético es un proceso complejo necesario para el crecimiento y division
de la célula, en diferentes tipos de enfermedades como el cancer, el efecto comun es
una alteracion en la proliferacion celular como producto de las alteraciones en alguno
de los mecanismos asociados al ciclo celular. Varias proteinas del ciclo celular se han
propuesto como posibles blancos para el diagnostico en diferentes tipos de cancer;
algunas de ellas incluso, ya se encuentran; en estudios de fase clinica | y Il. La proteina
de detencion mitética deficiente 2 (MAD2), se ha propuesto como candidato a
biomarcador en cancer. MADZ2 es necesaria para un buen funcionamiento de la
segregacion cromosomica y el incremento en su expresion se ha encontrado asociada
en varios tipos de cancer. Debido a la situacion que vivimos actualmente, la pandemia
de COVID-19 no se pudo realizar el protocolo experimental, que tenia como objetivo
general ver la “Expresion de los genes MAD2 y PLK4 en lineas de cancer cervical” sin
embargo realizamos estandarizaciones de algunas técnicas de biologia molecular
como la extraccion de RNA, cuantificacion de RNA, electroforesis en gel de agarosa al
1% y la RT-gPCR de un gen control. La comisién del posgrado nos dio alternativas
para obtener el grado de maestria, por lo que elegimos la realizacion de una revision
sistematica. El objetivo de esta revisién fue investigar la expresiéon de MAD2 en
diferentes tipos de cancer, seleccionando trabajos en los cuales evaluan la expresion
de proteina mediante ensayo de inmunohistoquimica (IHC) y la expresion del gen
MAD2 por RNAm. En la revisién sistematica, la busqueda de informacion se realizé en
tres bases de datos, PUBMED, SCOPUS y WEB OF SCIENCE. Un total de 26 articulos

fueron seleccionados para la revision, los tipos de canceres mas frecuentes en donde



se observo la expresion de MAD2 son: gastrico, ovario y pulmén. Encontrando en la
mayoria una alta expresion de MAD2, mientras que en tres articulos se reporta una
disminucién en la expresion. Este trabajo de revisidn concluye que la expresion de la
proteina MAD2 en los diferentes tipos de cancer favorece el proceso de
carcinogeénesis, indicando que MAD2 puede ser considerado un posible blanco de
diagndstico en diferentes tipos de cancer, sin embargo, aun es necesario realizar mas

estudios que demuestren la funcién molecular de esta proteina.



ABSTRACT

The mitotic cell cycle is a complex process necessary for cell growth and division, in
different types of diseases such as cancer, the common effect is an alteration in cell
proliferation because of alterations in some of the mechanisms associated with the
cycle mobile. Several cell cycle proteins have been proposed as possible targets for
diagnosis in different types of cancer; some of them are even in clinical phase | and |l
studies. The deficient mitotic arrest protein 2 (MAD2) has been proposed as a
candidate for biomarker in cancer. MAD2 is necessary for a proper functioning of
chromosomal segregation and the increase in its expression has been found
associated in several types of cancer. Due to the situation, we are currently living in,
the COVID-19 pandemic could not carry out the experimental protocol, which had as a
general objective to see the "Expression of the MAD2 and PLK4 genes in cervical
cancer lines", however we carried out standardizations of some techniques of
molecular biology such as RNA extraction, RNA quantification, 1% agarose gel
electrophoresis and RT-gPCR of a control gene. The postgraduate commission gave
us alternatives to obtain a master's degree, so we chose to carry out a systematic
review. The objective of this review was to investigate the expression of MAD2 in
different types of cancer, selecting works in which they evaluate protein expression by
immunohistochemical assay (IHC) and expression of the MAD2 gene by mRNA. In the
systematic review, the information search was carried out in three databases,
PUBMED, SCOPUS and WEB OF SCIENCE. A total of 26 articles were selected for
the review, the most frequent types of cancers where MAD2 expression is shown are:

gastric, ovary and lung. Finding in the majority a high expression of MAD2, while in



three articles a decrease in the expression is reported. This review work concludes that
the expression of the MAD2 protein in different types of cancer favors the
carcinogenesis process, indicating that MAD2 can be considered a possible diagnostic
target in different types of cancer, however, more studies are still necessary. that

demonstrate the molecular function of this protein.
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INTRODUCCION

Epidemiologia.

El cancer es una de las principales causas de muerte, segun estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), con casi 10 millones de muertes en 2020,
colocandolo como la primera causa, antes de la edad de 70 afios (Sung et al., 2021).
Los tipos de cancer mas frecuentes en el 2020 fueron: mama, pulmédn, colorrectal,
préstata, piel y estbmago, mientras que los canceres que produjeron mayor numero
de muertes en ese afio son: pulmén, colorrectal, higado, estbmago y mama, estos
datos en ambos sexos (OMS, 2020) (Figura 1). Estas cifras continuan creciendo
rapidamente y se prevé que el cancer sera el primer y mas importante problema de

salud publica en todos los paises y un obstaculo mas para la esperanza de vida.

El problema de salud que actualmente afecta al mundo es la pandemia por COVID-19,
pero ademas ha afectado el diagndstico y tratamiento en los pacientes para otras
patologias. En cancer se observd una suspension en el acceso a los programas de
deteccion oportuna en el sistema de salud, y existe la preocupacion que a corto plazo
la incidencia de cancer aumente, seguido de un mayor numero de diagndsticos en
etapa avanzada y por consiguiente la mortalidad por cancer sea mayor en algunos
entornos (Sung et al., 2021). Por esta razén es necesario identificar biomarcadores y
desarrollar herramientas diagndsticas complementarias a las existentes, los
biomarcadores pueden servir como auxiliares en la interpretacion de resultados y

mejorar asi el tamizaje en los pacientes.
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Mama
2 261 419 (11.7%)

A)

Pulmoén
2206 771 (11.4%)

Otros
8 879 843 (46%)

Colorrectal
1931 590 (10%)

Prostata
1414 259 (7.3%)

Estomago
1089 103 (5.6%)

Cervicouterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

B)

1796 144 (18%)

Otros

3932 768 (39.5%)
Colorrectal
935 173 (9.4%)

Higado

830 180 (8.3%)

Pancreas
466 003 (4.7%)

Estomago
768 793 (7.7%)

Esofago Mama

544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

En Figura 1. A) Distribucidn de nuevos casos en los canceres mas comunes en el mundo, en
ambos sexos; B) Distribucion de muertes en los canceres mas comunes en el mundo, en
ambos sexos. (Tomado y modificado de Globocan, 2020)

México entre enero y agosto de 2020 se registraron alrededor de 600 mil defunciones,

de las cuales 9% se deben a tumores malignos, la distribucién por sexo indica que en
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el periodo de enero-agosto del 2020 hubo mas muertes por cancer en mujeres (51%)
que en hombres (49%), el rango de edad en hombres fue de 30 a 59 afios, murieron
por cancer de colon, recto y ano con el 12 %, seguido de cancer de estémago (10%)
traquea, bronquios y pulmon. En mujeres, en el rango de edad de 30 a 59 aios, el
cancer de mama ocupa el primer en muerte (23%), seguido del cancer de cuello uterino

(13%) y de ovario (9%) (INEGI, 2021), (Figura 2).

Hombres Mujeres  Ambos sexos
Poblacién 63071 486 65861267 128932753
Numero de nuevos casos 89536 105 963 195 499
Tasa de incidencia estandarizada por edad 139.7 142.4 140.4
Riesgo desarrollar cancer antes de 75 afios 14.7 14.1 143
Numero de muertes 44 140 46 082 90222
Tasa de mortalidad estandarizada por edad 67.2 60.4 63.2
Riesgo de morir de céncer antes de los 75 afios 6.9 6.5 6.7
Casos prevalentes a los 5 afios 237 855 292 747 530602
Top de los 5 canceres mas frecuentes excluyendo a Préstata Mama Mama
melanoma Colorrectal ~ Cervicouterino Préstata
Estomago Tiroides Colorrectal
Pulmén Colorrectal Tiroides
Non-Hodgkin Utero Cervicouterino
Linfoma

Figura 2. Estadisticas de Cancer en México 2020 (Tomado y modificado de Globocan, 2020)

Ciclo celular y cancer.

El ciclo celular esta controlado por una maquinaria compuesta por reguladores y
controles, que garantizan que durante este proceso no se cometan errores, antes de
que la célula ingrese y progrese a través del ciclo celular, este proceso se divide en
dos etapas, interfase y fase de mitosis (Matthews, Bertoli, & de Bruin, 2021). A su vez
la interfase se divide en cuatro fases, 1) La fase Go corresponde al estado en que la

célula se ha retirado reversiblemente del ciclo, II) G1 el momento en que la célula es
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sensible a sefales positivas y negativas, lll) la fase S, cuando se produce la replicacion
del DNA, IV) fase Gz, la célula se prepara para entrar a mitosis y finalmente la fase M,
cuando la célula se divide en dos células hijas (Wiliams & Stoeber, 2012). Este
proceso es impulsado por proteinas llamadas cinasas dependientes de ciclina (CDKs)
y monitoreado por mecanismos sensores, conocidos como puntos de control, que

mantienen el orden correcto de los eventos (Figura 3), (Williams & Stoeber, 2012).
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Figura 3. El ciclo celular es el proceso por el cual una célula duplica todo su contenido celular
durante la interfase y, a través de la division en la fase M, crea dos células genéticamente
idénticas. (Tomado y modificado de Matthews, Bertoli, & de Bruin, 2021).

En cancer existe una proliferacion celular descontrolada, debido a mutaciones o

modificaciones epigenéticas que alteran las proteinas relacionadas con el control del
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ciclo celular, lo que le confiere a las células tumorales sus capacidades invasivas,

metastasicas, farmacorresistentes y antiapoptéticas (Kai Liu et al., 2020).

Actualmente ya se conocen mas componentes que participan en el ciclo celular, en
diferentes células se han encontrado elementos de regulacion y pueden participar
como intermediarios, como las proteinas que estan involucradas en el ciclo celular y
se encuentra alteradas en multiples tipos de cancer, algunas de estas proteinas, se
han propuesto como posibles blancos diagndstico (Kai Liu et al., 2020). Un ejemplo es
el eje CDK4/6—RB, que es fundamental para la entrada al ciclo celular, en la mayoria
de los canceres, su alteracion promueve proliferacién, ademas la desregulacién de la
ciclina D1 es comun en el cancer de mama y la pérdida de p16'NK4A es particularmente
frecuente en el glioblastoma (Asghar, Witkiewicz, Turner, & Knudsen, 2015), la
expresion anormal de CDC25C se asocia con la iniciaciéon, desarrollo, metastasis y
mal prondstico en diferentes tipos de cancer (Kai Liu et al., 2020) o la desregulacion
de AURKB se observa en varios tipos de tumores y su aumento en la expresion esta
frecuentemente relacionada con la invasion de células tumorales, metastasis y
resistencia a farmacos, por lo que AURKB se ha convertido en un blanco farmacolégico
que ha llevado al desarrollo de inhibidores de moléculas pequefias (Borah & Reddy,
2021). La validacion de estos nuevos biomarcadores es importante para un diagndstico

eficaz del cancer.
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Biomarcadores en cancer.

Los biomarcadores son moléculas que pueden medirse y evaluarse objetivamente
como indicadores de un proceso biolégico normal, un proceso patégeno o respuestas
farmacolégicas a una intervencion terapéutica (L. Wu & Qu, 2015), existen
biomarcadores de diagndstico los cuales nos ayudan a detectar o clasificar a los
pacientes y biomarcadores de prondstico los cuales predicen la sobrevida, este tipo de
moléculas son muy importantes en el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer
(Louie, Huntington, Carlsen, Zhou, & El-Deiry, 2021). Generalmente, no se espera que
los biomarcadores tumorales muestren simplemente el estado del tumor, sino que
también exhiban funciones importantes para la supervivencia, el crecimiento y la

metastasis del tumor (Lin et al., 2019).

Los biomarcadores de diagndstico sugieren la presencia de una enfermedad, de este
modo, cuando existen niveles elevados de éstos se pude inferir la presencia de cancer
y, por lo tanto, son utiles como una herramienta de deteccion oportuna en individuos
sanos o pueden ayudar a respaldar otras medidas de diagnostico, como la obtencion
de imagenes y la biopsia (Figura 4). Existen varios biomarcadores de diagndstico de
cancer, los cuales son ya de uso comun en la practica clinica, como el antigeno
prostatico especifico, utilizado para el diagnéstico de cancer de préstata (Welch &
Albertsen, 2009); el biomarcador sérico considerado el estandar de oro para el
diagndstico de adenocarcinoma ductal pancreatico, el antigeno del cancer 19-9 (CA
19-9) (Poruk et al., 2013) y CA-125, un biomarcador clasico en el cancer de ovario

(Felder et al., 2014). Algunos ejemplos de los biomarcadores de prondstico, que
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predicen la sobrevida global del paciente, independientemente de la terapia, como por
ejemplo el antigeno carcinoembrionario, el cual indica una sobrevida general deficiente
en pacientes con cancer colorrectal, de mama y de pulmdn, aunque solo se usa
regularmente con mas frecuencia para el prondstico del cancer colorrectal (Dixon et

al., 2003).
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Figura 4. Biomarcadores y utilidad clinica. (A). Descripcion general de los métodos de desarrollo,
prueba y utilizacion clinica de biomarcadores. (B). Tipos de biomarcadores con un cronograma
de oportunidades de utilizacion. (Tomado y modificado de Louie, Huntington, Carlsen, Zhou, &
El-Deiry, 2021).
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En la actualidad existe una gran variedad de biomarcadores, que pueden incluir
proteinas (enzima o receptor), acidos nucleicos (microRNA u otro RNA no codificante),
anticuerpos y péptidos, también puede ser una coleccion de alteraciones en la
expresion génica (Henry & Hayes, 2012). Estos biomarcadores se pueden detectar en
la circulacidon sanguinea (sangre total, suero, o plasma) o excreciones y secreciones
(heces, orina), (Figura 5), estas moléculas pueden ser evaluadas de forma no invasiva
representando una ventaja para los métodos tradicionales, inclusive podrian ser
evaluadas en serie (Henry & Hayes, 2012), sin embargo, es necesario continuar
evaluando nuevas moléculas que puedan servir como biomarcadores en otros tipos de
cancer, canceres menos frecuentes o que incluso esto debe considerarse por

incidencia por region geografica.
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Figura 5. Tipos de biomarcadores utilizados en la deteccidén del cdncer.
(Tomado y modificado de L. Wu & Qu, 2015).

Los avances recientes en la busqueda e identificacion de nuevos biomarcadores,
mediante analisis gendmicos o protedmicos, nos pueden ayudar a identificar
caracteristicas relevantes para la enfermedad y contribuir a la posible terapia clinica
en esta enfermedad (Louie et al., 2021), existen genes que se expresan en diferentes
procesos celulares, por ejemplo, durante el ciclo celular el cual se encuentra alterado

en multiples tipos de cancer (Figura 6), (Espinosa, 2019).

Las Polo Like Kinasas (PLKs), son proteinas cinasas, que en cancer presentan
alteraciones en su regulacién, lo que promueve la proliferacion celular descontrolada

y la division celular aberrante, y la pérdida de la regulacién en la expresion de
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diferentes miembros de la familia PLKs esta reportada en varios tipos de cancer y se

ha asociado con un mal pronéstico (Figura 6), (X. Liu, 2015).

©

E \w\ SN §¥é

— o 4

© - ) \ / / \ /
= \. \ / \\QK NN 7
% \\, - & = \\\T’ S

(&)

Checkpoint
mitético/SAC

[%)

8

c Profase Prometafase Metafase Anafase Telofase y citocinesis
e —

> Dl:lp'ICaCIOn delu Ensamblaie del huso Alineamiento de cromosomas, B L
n centriolo, maduracién 2l )}  nuso, punto de control de montaje Separacién de los Desarrollo de surcos de escisién y
[} centrosoma y union cromosomica del huso cromosomas divisién celular

g movimiento

o CDK1, AURKA, MTAs, CDK1, MTAs, AURKB, Kinesins, AURKB,

8 PLK1, AURKA, AURKB, MPS1, BUB1, separase PLK1,

[a PLK4, NEKs PLK1, BUBR1, NEKs, kinesins

MASTL, MPS1, Haspin
Haspin 4
T , v
-~ Yy

8 w Kg‘“’ ‘ ) Y N
[} \ / / \ Vi >

E \\it{ /// / : O

\w \ /
S A

Figura 6. Componentes mitdticos dirigidos a la terapia contra el cancer. Se han desarrollado
compuestos disefiados para atacar diversos aspectos de la mitosis, incluidos los
microtibulos del huso (agentes dirigidos a los microtibulos, MTA), cinasas mitdticas
dependientes de ciclina, proteinas motoras y complejos de multiples proteinas, como el
punto de control del ensamblaje del huso (SAC). (Tomado y modificado de Dominguez-
Brauer et al., 2015).

Firmas de expresion genética.

Son conjuntos de genes, proteinas, variantes genéticas u otras variables que pueden
usarse como marcadores para un fenotipo particular. Estas firmas moleculares podrian
aportar informacion valiosa sobre la biologia celular y los mecanismos del desarrollo

de enfermedades (Nilsson, Bjérkegren, & Tegnér, 2009).
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Con los avances en la tecnologia genomica se han desarrollado diferentes
herramientas de utilidad en la clinica, existen firmas de expresion genética que nos
ayudan para el diagnéstico o pronéstico de diferentes tipos de cancer, por ejemplo, en
cancer de mama, la plataforma Oncotype, es una prueba diagndstica in vitro que
permite medir el perfil de expresion de un grupo de 21 genes especificos del cancer
de mama primario y la medida de los cambios de expresion de estos genes puede
ayudar a establecer el pronostico de los pacientes, la posibilidad de recaida o

metastasis a distancia y la respuesta al tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1. Genes incluidos en la prueba Oncotype DX

Gen Grupo
Ki-67
STK15
Survivin Proliferacion
Ciclin B1
MYBL2
ER
PR
Bcl2
SCUBE2
Stromelysin 3
Cathepsin L2
GBR7
HER2
GSTM1
CD68 Otros
BAG 1
Beta-actina
GAPDH
RPLPO Referencia (no relacionados con el cancer)
GUS
TFRC

Estrégeno

Invasion

Otro ejemplo es la firma molecular, MammaPrint ® es una prueba diagndstica in vitro
que clasifica los pacientes en dos grupos de riesgo, en funcién de los niveles de

expresion del RNA, usando un microarreglo en el que se encuentran fijadas
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secuencias de 70 genes seleccionados por su relacion con el prondstico de la
neoplasia de interés. MammaPrint® mide los niveles de expresiéon de cada gen en una
muestra de tumor de mama y emplea un algoritmo para determinar si el paciente tiene
un alto riesgo de desarrollar metastasis a lo largo de 10 afios (probabilidad de 50%) o
bajo (probabilidad entre 10% y 15%), con la finalidad de determinar la necesidad la
indicacion de quimioterapia adecuada (FDA, 2021); (Buyse, et al. 2006), otra firma
molecular, EndoPredict, emplea un analisis basado en RNA de 11 genes, para
estratificar a los pacientes con cancer de mama y los receptores hormonales-positivos
en un bajo o alto riesgo de recurrencia (Filipits et al., 2011) por lo que estas firmas
representan un gran avance en la investigacion en del cancer de mama, también
tenemos ColoPrint®; un ejemplo para cancer de colon, una prueba de diagndstico, con

una firma de expresion de 18 genes (Kopetz et al., 2015).

En la investigacion en cancer el estudio de moléculas inhibidoras también tiene gran
importancia y aplicacion principalmente en la busqueda de blancos terapéuticos para
esta enfermedad, los inhibidores han sido estudiados desde los anos noventa. La
primera generacion de inhibidores de CDKs, incluian a Flavopiridol y Roscovitine y su
principal funcién fue bloquear el ciclo celular para inhibir la proliferacion celular y la
actividad enzimatica de CDKs, sin embargo una desventaja de los inhibidores de esta
generacion es tener un mala selectividad y una alta toxicidad con efectos incluso en
células normales; la segunda generacién de inhibidores fueron desarrollados con una
mejor selectividad y pocos efectos (Zhang et al., 2021). Actualmente ya existen

inhibidores para algunas proteinas del ciclo celular, como ejemplo: el primer inhibidor
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especifico de CDK4/6: Palbociclib mismo que demostrd eficacia contra una amplia
gama de lineas celulares de cancer humano, incluido el cancer de mama y su primer
ensayo clinico comenzd en 2007 (Suski, Braun, Strmiska, & Sicinski, 2021), también
se demostré la eficacia de Palbociclib contra el linfoma (Suski et al., 2021), los estudios
in vitro indicaron que Palbociclib tiene un efecto de inhibicién casi equivalente en CDK4
y CDK®6 (Figura 7), mientras que Abemaciclib y Ribociclib son mas potentes contra

CDK4 que CDKE6 (Tabla 2), (Zhang et al., 2021).

p15, p16, p18, p19 Inhibidores
(INK4) pan-CDKs

S S

' Trametinib
| - | CB-839
R . Y ’RB Everolimus

S € EoF Inhibidor PI3K

yr <l Fosforilacion
E2F/DP

Y

Genes de fase S

Figura 7. Inhibidores de CDK4/6. Los inhibidores especificos de CDK4/6 han demostrado un cierto
nivel de eficacia clinica que les permite alcanzar la aprobacién como medicamentos contra el
cancer en ciertos tipos de tumores. (Tomado y modificado de Leal-Esteban & Fajas, 2020).
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Tabla 2. Farmacos que se dirigen a los factores reguladores del ciclo celular como posibles terapias para el cancer

Fuerzan la salida del ciclo celular

Palbociclib
CDK4 y CDK6
Ribociclib
CDK7 ICEC0942 (CT7001)

Fuerzan la progresion del ciclo celular

WEE1 Adavosertib (AZD1775)

Deterioro de la tolerancia al estrés de la replicacion

ATR VX-970

CHK1 LY2606368

Inducen inestabilidad catastréfica del genoma

Taxanos (paclitaxel, docetaxel y
nanoparticulas unidas a albumina

Huso mitético paclitaxel)

Alcaloides de la vinca (vinblastina y
vincristina)
Inhibidores de MPS (BAY 1161909 y
BAY 1217389)
SAC
Inhibidores de Aurora B (varios,
incluidos AZD1152 y AT9283)
(Tomado de Matthews et al., 2021)

Aprobado para ER + y HER2- cancer de mama metastasico;
ensayos clinicos para multiples tumores solidos

Aprobado para ER + y HER2- cancer de mama metastasico;
ensayos clinicos para multiples tumores sélidos

Fase | / I, ER + cancer de mama, AML

Fase Il, SCLC recidivante, cancer de ovario, CPCNP, LMA, adenocarcinoma
gastrico y varios tumores solidos avanzados

Fase Il, cancer de ovario, peritoneal primario o de trompas de Falopio recurrente
y carcinoma urotelial metastasico

Fase I, SCLC, cancer de mama u ovario con mutacion BRCA1/BRCA2, TNBC,
HGSOC, CRPC metastasico y tumores soélidos avanzados con defectos de HRR
o alteraciones genéticas indicativas de estrés de replicacion.

Aprobado para su uso en una amplia gama de canceres, incluidos cancer de
ovario, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de vejiga, cancer de
prostata, melanoma y cancer de esofago.

Aprobado para su uso en una variedad de canceres, incluidos ALL, AML, HL,
neuroblastoma y NSCLC

Estudios preclinicos en neuroblastoma, meduloblastoma y cancer de mama (en
combinacién con taxanos). Ensayos clinicos de fase | recientemente ingresados

Fase Il en AML, mieloma multiple, SCLC y cancer de prdéstata. Fase | en varios
tumores sélidos

(Whittaker, Mallinger,
Workman, & Clarke,
2017), (Finn, Aleshin, &
Slamon, 2016), (Fry et
al., 2004)
(Whittaker et al., 2017),
(Hortobagyi et al.,
2016), (Rader et al.,
2013), (Tripathy et al.,
2018)
(Whittaker et al., 2017),

(Ghelli Luserna di Rora,
Cerchione, Martinelli, &
Simonetti, 2020),
(Forment & O'Connor,
2018)

(Forment & O'Connor,
2018)

(Forment & O'Connor,
2018)

(Penna, Henriques, &
Bonatto, 2017),
(Weaver, 2014),

(Zasadil et al., 2014)

(Penna et al., 2017),

(Tischer & Gergely,
2019)
(Maia et al., 2018),

(Schulze et al., 2020)

(Borah & Reddy, 2021)
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La proteina de detencion mitética deficiente 2 (MAD2).

La proteina MADZ2, contiene un dominio horma, es codificada por el gen MAD2L1
de 11,5 kb en el cromosoma 4q27. Esta proteina se acumula en los cinetocoros y
genera una sefial para secuestrar a CDC20 e inhibir la actividad de APC/C, hasta
que los microtubulos del huso se hayan alineado correctamente en la placa de
metafase (Bates et al., 2020b). En la mitosis, MAD2 es un componente critico del
punto de control del huso, inhibe la ubiquitina ligasa llamada complejo promotor de
anafase o ciclosoma (APC/C) mediante la union a su activador, CDC20, en la
transicion de metafase a anafase, el complejo APC/C, ubiquitina a la securina y la
ciclina B, la degradacion de la securina y la ciclina B activa la separasa, que escinde
el complejo de cohesina que mantiene la cohesion de las cromatidas hermanas; la
disolucion de la cohesion de las cromatidas permite el movimiento dependiente de
los microtubulos y la particidn equitativa de las cromatidas separadas entre las dos
células hijas. La separaciéon prematura de las cromatidas hermanas antes del
establecimiento de una union cinetocoro-microtubulos adecuada conduce a la
pérdida o ganancia de cromosomas y aneuploidia en las células hijas (Figura 6),

(Luo & Yu, 2008).

MAD?2 existe en dos conformaciones, una cerrada (C-MAD2) forma un complejo
heterotetramérico con MAD1L1 en el cinetocoro no unidos durante la prometafase,
este complejo recluta moléculas de conformacion abierta de MAD2L1 (O-MAD2) y
ademas promueve la conversion de O-MAD2 en C- MAD2 (Figura 8), (Ji, Luo,

Ahmad, & Liu, 2018).
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Figura 8. Ensamblaje del punto de control del ensamblaje del huso (SAC). El SAC representa un
punto de control clave del ciclo celular que tiene como objetivo prevenir aberraciones
cromosdémicas como la aneuploidia o la tetraploidia, que son las principales caracteristicas del
cancer. Cuando el SAC esta activo, un andamio multiproteico se ensambla en los cinetocoros
cromosémicos que no se han alineado con los microtubulos del huso para la segregacion. Este
complejo multiproteico, que consiste en KNL1, NDC80 y miembros de la familia BUB (que son
reclutados por fosforilacién mediada por MPS1) a su vez, recluta un heterotetrdmero C-MAD2-
MAD1 que escinde cataliticamente el 0O-MAD?2 soluble libre en C-MAD?2. Este C-MAD2 convertido
cataliticamente luego se une a CDC20. Este complejo luego se asocia con BUB3 y BUBR1
formando el complejo de punto de control mitético (MCC) que previene la progresion de la
anafase y la salida mitética al inhibir la degradacion mediada por APC / C / CDC20 de CiclinaBy
Securina. (Tomado y modificado de Bates et al., 2020a).

29



Como describieron Scvartzman et al. (2011), el aumento en la expresién de MAD2
afecta la funcién reguladora de p53 y Rb que propicia el aumento en la frecuencia
de aneuploidias o tetraploidias que pueden resultar en el desarrollo de cancer o
mantener la detencién del ciclo celular y muerte celular (Schvartzman, Duijf, Sotillo,

Coker, & Benezra, 2011).

La participacion de las proteinas mitéticas en diferentes tipos de cancer se ha
descrito, su expresion puede encontrarse alterada, dependiendo del tipo de cancer,
los niveles de expresion altos o bajos se han correlacionado con tasas bajas de
sobrevida en los pacientes y dependera de eso si podra actuar como un oncogén o
incluso pueda tener funcién como supresor de tumores. Se ha descrito que MAD2

en la mayoria de los canceres, se encuentra sobreexpresada.

Estudios recientes han descrito que esta proteina aumenta su expresion en
diferentes tipos de cancer como: pulmén (Kato et al., 2011), ovario (Furlong et al.,
2012), gastrico (Tanaka et al., 2001); (C. W. Wu, Chi, & Huang, 2004), cérvix
(Morishita et al., 2012), vejiga (Choi, Kim, Lee, & Kim, 2013), colorrectal (G. Q. Li,
Li, & Zhang, 2003) y en la mayoria de estos trabajos se observa que podria tener
un papel como oncogén, por todos estos antecedentes se considerd importante
realizar una revision sistematica para evaluar la funcion de esta proteinas en el
proceso tumoral, evaluando su expresion y los hallazgos reportados en los

diferentes tipos de cancer (Figura 9).
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Figura 9. Regulacién del ciclo celular por proteinas cinasas de interés y su potencial uso en la
terapia del cancer. Las cinasas dependientes de ciclina en interfase (CDK) impulsan a la célula fuera
de la inactividad (GO) y mas alla del punto de restriccion, lo que hace que la célula se comprometa
irreversiblemente con la transicién de fase de sintesis de DNA (S). Las cinasas del punto de control
del dafio del DNA (CHK) actian como proteinas sensoras que pueden inducir la detencién del ciclo
celular en las fases de la primera brecha (G1) y G1-S en respuesta a las lesiones del DNA. Diferentes
cinasas pueden actuar en varias etapas del ciclo celular y modular las actividades de otras cinasas
relacionadas con el ciclo celular. Los canceres asociados con la alteracidon genética de cinasas
especificas se indican en recuadros azules. (Tomado y modificado de Lapenna & Giordano, 2009).
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JUSTIFICACION.

El cancer es un problema de salud publica tanto a nivel mundial como en México.
Los métodos de diagnostico actualmente utilizados son mediante diagndstico por
imagenes o deteccion de sustancias que parecen expresarse de forma anormal en
algun tipo de cancer. Estas moléculas pueden ser obtenidas mediante analisis de
orina, sangre, radiografias, endoscopias, métodos moleculares, etc. El problema
radica en que estas sustancias se pueden expresar en otros tipos de padecimientos
o incluso en ciertos estados metabdlicos y también algunos de estos procedimientos
son invasivos. A la fecha no se han descubierto biomarcadores especificos o Unicos
para cada tipo de cancer es por eso por lo que es necesarios desarrollar
herramientas diagnosticas complementarias a las existentes, entre ellos los
biomarcadores que pueden ser auxiliares en la interpretacion de estos resultados y

mejorar el diagndstico en los pacientes.

Existen genes que pueden ser prometedores como biomarcadores, especialmente
porque ya se ha demostrado su funcién y puede actuar como un factor que favorece
la carcinogénesis en algunos tipos de cancer. Uno de estos genes esta involucrado

en procesos mitoticos como el gen MAD2.
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OBJETIVO.

e Evaluar la expresion de la proteina MAD2 como posible biomarcador

diagndstico en cancer.

OBJETIVOS PARTICULARES:
e Realizar una revision sistematica en la expresion de la proteina MAD2 en
diferentes tipos de cancer
e Realizar una revision sistematica enfocada en la expresion de MAD2 a nivel

de proteina y RNA mensajero.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares.

Las lineas celulares HelLa, SiHa y C33-A se obtuvieron por una donacién de la Dra.
Icela Palma Lara del Laboratorio de Morfologia y Biologia Celular, Escuela Superior
de Medicina, IPN. Las células provenientes de cultivo se mantuvieron en incubacion
con 70 % de humedad, 5 % de COZ2 y temperatura de 37 °C en medio de cultivo
RPMI, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5% y antibidticos (ampicilina).
Al tener una confluencia de 80% las células fueron tripsinizadas y posteriormente
fueron lavadas con medio de cultivo, esto fue repetido dos veces y el botén celular

fue resuspendido directamente en Trizol, almacenado a -70° C hasta su uso.

Extraccion de RNA.

Los RNA'’s totales se extrajeron de las células cultivadas, con la técnica de Trizol,
siguiendo las recomendaciones de manufactura del proveedor. Brevemente, se
descongelaron las muestras que ya contenian el Trizol (500 ul), colocandolas en
hielo, se mezclaron en el vértex y se homogenizaron pasando varias veces el Trizol
por la punta (1000 ul), escurriendo el material de los bordes. Se incubaron por 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12,000 Xg por 10 minutos 4°
C. Se recolecté el sobrenadante en tubo eppendorf de 1.5 ml y se adicionaron 200
uL de la mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico, agitando vigorosamente por 15
segundos, primero manualmente y después con ayuda del vértex. Se incubaron
durante 3 minutos a temperatura ambiente, mezclando cada minuto y se

centrifugaron a 12,000 Xg por 15 minutos de 4°C y el sobrenadante se recolecté en
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otro tubo de 2 ml, aproximadamente 400 ul. Se adicionaron 500 puL de isopropanol
absoluto y agitaron por inversion y se incub6 la muestra a temperatura ambiente
por 10 minutos (o por 1 hora a — 20° C). Posteriormente se centrifugaron a 12,000
Xg por 15 minutos de 4° C. Se decanto el sobrenadante en un vaso para desechos
y se lavd el pellet con etanol al 80 % agregando 1000 mL, se mezclaron por
inversion hasta despegar el pellet. Nuevamente se centrifugaron a 10,000 Xg por 5
minutos de 4° C y decanto el sobrenadante en un vaso para desechos, estos pasos
se repitieron dos veces para posteriormente dejar secar el RNA a temperatura
ambiente, durante 3 horas. Después de esto, el pellet de RNA se disolvié con la
pipeta en 30 ul de agua libre de RNAsas, se colocé en hielo y almacené a -80° C
hasta su uso. Se realizd la cuantificacion en espectrofotometro (DeNovix). La
concentracion fue expresada en ng/mL y fue ajustada a 1ug/uL en todas las
muestras. La pureza y la concentracion se determiné leyendo la absorbancia a 260
y 280 nm. Se realizo la electroforesis en un gel de agarosa al 1% (TBE-DEPC) para
verificar las bandas 28S y 18S y colocaron en un carril el RNA extraido de linfocitos
como control. Se corri6 el gel a 115 V por 1 hora, tomando una foto a los 40 min y

al final de la corrida. Se verificd en el transiluminador.

Transcripcion reversa conversion a cDNA.

La transcripcion reversa de RNA total fue realizada usando el kit “High Capacity
cDNA Archive Kit” (Applied Biosystem, CA) en un volumen final de 20 puL. La mezcla
de reaccion incluia RNA total 2 ng, buffer RT 10X 2 uL, dNTP 100 uM 0.8 uL, random

primer RT 10X 2 ulL, Transcriptasa Reversa MultiScribe™ (5 U/uL), 1 pL e inhibidor
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de RNasa (2 U/ uL), 1 uL. Las reacciones fueron incubadas por 10 min., a 25°C, por
120 min., a 37° C y 5 seg., 98°C y posteriormente el cDNA fue almacenado a -20°

C hasta su uso.

RT-gPCR.

La expresion se propuso para 3 genes, MAD2, PLK4 y el gen de referencia 18S
ribosomal todas sondas de hidrolisis Tagman para MAD2, ID de Hs01554513 g1;
para PLK4, Hs00179514 _m1 y como control de expresién 18S, Hs03003631_g1.
Estos genes se propusieron para evaluarlos en las tres lineas celulares: SiHa, HelLa
y C33A con qRT-PCR usando sondas TagMan (Appplied Biosystem, CA). El gen
incluido 78s ribosomal fue utilizado como control interno, la utilizacion de este gen
se ha descrito previamente (Lossos, Czerwinski, Wechser, & Levy, 2003). Se utilizo
la sonda TagMan®, para el gen 18S con tamafio de amplicén de 80 pb. Todos los
experimentos fueron corridos por duplicado en un volumen final de reaccion de 20
uL, incluyendo cDNA molde 200 ng, mezcla de Universal PCR Master mix (Applied
Biosystems) 10 uL y sonda Tagman 20X, 1 uL y agua libre de RNAsa 7 plL. Las
condiciones reaccion en el termociclador fueron las siguientes: etapa inicial de
activacién a 50° C por 2 min., seguido de 10 min., a 95° C y 40 ciclos cada uno con
una etapa de fusién por 15 segundos., a 95° C y alineacidén/extension por 1 min., a
60° C. En el equipo CFX96 Touch Deep Well (BIO-RAD). Al finalizar la amplificacion

se analizaron los resultados.
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Estrategia de busqueda en base de datos para la proteina MAD2.

La estrategia de busqueda se desarrolld6 en tres bases de datos: PUBMED,
SCOPUS y WEB OF SCIENCE, la busqueda fue realizada en mayo del 2021. Se
utilizé la estrategia PICO (Paciente, Intervencion, Comparaciéon y Resultados) Tabla
3.

Se utilizaron criterios de inclusion y fueron los siguientes: articulos publicados en un
periodo de veinte afios (2001 a 2021), tumores en humanos, estudios de expresion

de la proteina mediante inmunohistoquimica y RNA mensajero.

Mientras que los criterios de exclusion fueron: Estudio en animales, articulos con
informacion incompleta, analisis bioinformaticos, revisiones sistematicas,

conferencias o congresos y cartas al editor.
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PASO 1 IDEA DE ESTUDIO Expresion de MAD2 en cancer
P (paciente/poblacién/problema)
I (Intervencion)

PROBLEMA DE

PASO 2 ESTUDIO C (intervencién de comparacion)

O (resultado)

PASO 3 PREGUNTA CLINICA

MAD2

Paciente
Expresion
cancer, tumores, tejidos
Alta expresion
PASO 4 DeCS
Baja expresién

Alta regulacién

Baja regulacién

Sobrevida, recurrencia, mal pronéstico,
Carcinogénesis, Progresion tumoral

#1
#2
SIMILITUD DE MESH
PASO 5 EN PUBMED PARA #3
MAD2
#4
#5

Pacientes (Mujeres y hombres)
Expresion de MAD2 y en tejidos con cancer.

Alta expresion, baja expresion, alta o baja
regulacion.

Sobrevida, recurrencia, carcinogénesis progresion
tumoral y mal pronéstico.

¢En personas con cancer, habra una sobreexpresion de MAD2 la cual estara asociada
con la sobrevida, riesgo de recurrencia y mal pronéstico?

MAD2, Mad2, MAD2L1, Mitotic arrest deficient 2,
Mitotic arrest defective protein 2, Mitotic-arrest
deficiency 2, Mitotic arrest deficiency protein 2,
mitotic arrest defect 2, Mitotic arrest deficiency 2
Patient

Gene Expression.

Cancer, tumor, tissue.

Overexpression

Low expression

Upregulated

Downregulation

Survival, Recurrence, Prognosis, prognostic
Carcinogenesis

Disease Progression, Progression-Free Survival
(MAD2 OR Mad2 OR MAD2L1 OR HSMAD2 OR
“Mitotic arrest deficient 2 OR “Mitotic arrest
defective protein 2” OR “Mitotic-arrest deficiency 2”
OR “Mitotic arrest deficiency protein 2” OR “Mitotic

arrest defect 2” OR “Mitotic arrest deficiency 2”)
(Patient*) OR (Patients)

(Tumor* OR Tumors OR Cancer* OR Cancers OR
Tissue* OR Tissues)

(Expression OR “Gene Expression” OR
Overexpression OR Low Expression OR
Upregulated OR Downregulated OR
Downregulation)

(Survival OR Recurrence OR Prognosis OR
Prognostic OR Carcinogenesis OR “Disease
Progression” OR “Progression-Free Survival”).

((((MAD2 OR Mad2 OR MAD2L1 OR "Mitotic arrest deficient 2" OR "Mitotic arrest defective protein 2" OR "Mitotic-arrest deficiency 2" OR
"Mitotic arrest deficiency protein 2" OR "Mitotic arrest defect 2" OR "Mitotic arrest deficiency 2")) AND ((Patient*) OR (Patients))) AND
((Tumor* OR Tumors OR Cancer* OR Cancers OR Tissue* OR Tissues))) AND ((Expression OR "Gene Expression" OR Overexpression
OR Low Expression OR Upregulated OR Downregulated OR Downregulation))) AND ((Survival OR Recurrence OR Prognosis Or
Prognostic OR Carcinogenesis OR "Disease Progression" OR "Progression-Free Survival"))
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Analisis bioinformatico.

Para realizar el analisis bioinformatico de los niveles de expresion de MAD2 en
cancer cervical y asi como en otros tipos de cancer que estan asociados al virus del
papiloma humano (VPH), se utilizé la plataforma en linea de ONCOMINE, otros
analisis para conocer la interaccién proteina-proteina, ubicacién celular, funcion
molecular de MAD2, mediante la plataforma STRING y el enriquecimiento de vias

mediante la plataforma KEGG y DAVID.
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RESULTADOS

Extraccién y cuantificacion de RNA.

Para la extraccion de RNA, solo fue posible realizarla con la linea celular HelLa
(VPH18+), mediante la técnica de Trizol. La cuantificacion se realizé utilizando un
espectrofotometro DeNovix (Dinamarca), en el cual se midié el blanco y
posteriormente las muestras, los datos obtenidos se leyeron a una longitud de onda

de 260/280. Teniendo una concentraciéon promedio en las 4 muestras de 662.12
ng/pl.

Electroforesis en agarosa.

Después de la cuantificacion se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%,
en él se colocaron las muestras de RNA extraido de la linea celular HelLa. En el gel
representativo se pueden observar las bandas correspondientes a los rRNA de
diferentes longitudes, 18S y 28S para las cuatro muestras que se obtuvieron, se
puede observar en el carril 1 el marcador de peso molecular (Invitrogen), y los
demas carriles se observan las muestras de los cultivos en diferentes dias,

cargando 3 pl (Figura 10).

1. Marcador de peso molecular
100 pb

2y 3. RNA (células en cultivo
8/12/2020)

4y 5. RNA (células en cultivo
14/12/2020)

Figura 10 . Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Muestras de RNA total proveniente
de la linea celular Hela.
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RT-PCR.

Para evaluar los niveles de expresion del mRNA, inicialmente se realizé una RT-
gPCR, solo fue una linea celular Hela y se procesaron 4 muestras de diferentes
cajas de cultivo. El gen que se evalué fue el control de expresion 18s ribosomal, se
incluyeron las cuatro muestras (muestra y duplicado respectivamente y el control
negativo (Figura 11). Se puede observar en la imagen de amplificacion en el
recuadro las curvas melting, que indican la amplificacion de un solo producto (Figura

11).

2500 |-

2000 + -

1500 + -

RFU

1000 +

500 +

Cycles

Figura 11. Andlisis de expresion génica. RT-PCR gen 18S ribosomal. En el recuadro en la
parte superior se puede observar las curvas de amplificacion melting.

Debido a las restricciones por pandemia COVID-19 no se pudo continuar con el
protocolo sometido al principio de la maestria, se optd por otra alternativa para
obtener el grado de maestria y fue realizar una revision sistematica acerca de la
proteina MAD2 y someterla a una revista CONACYT o JCR. A continuacién, se

muestra el proceso que seguimos para la elaboracién de la revision sistematica.
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Revision bibliografica acerca de la proteina MAD2 mediante
inmunohistoquimica y PCR.

Nuestra estrategia de busqueda que fue aplicada en tres bases de datos (PUBMED,
SCOPUS Y WEB OF SCIENCE (WQOS), arrojo un total de 295 articulos, PUBMED
(94), SCOPUS (115) y WOS (86), para eliminar los duplicados se utilizé el gestor de
referencias EndNote, obteniendo asi 132 articulos, siguiendo el proceso de
seleccidon, se leyeron los titulos y resumenes, excluyendo los que no estaban
relacionados con nuestro tema, que fueron 130, se realiz6 una siguiente eliminacion,
debido a que no cumplian con los criterios de inclusién (articulos publicados en un
periodo de veinte afios (2001 a 2021), tumores en humanos, estudios de expresion
de la proteina mediante inmunohistoquimica y RNA mensajero) y fueron eliminados
132, finalmente hubo una lectura completa de los articulos y se excluyeron 7, al
finalizar este procedimiento, el numero de articulos fue de 26 para la proteina MAD2,
el diagrama de flujo PRISMA (Page et al., 2021) para esta revisidon sistematica se

muestra en la Figura 12.

42



=

Figura 12. Flujograma de la busqueda de la literatura y los criterios de seleccidon (PRISMA).
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La participacion de MAD2 en diferentes tipos de cancer.

De acuerdo con los resultados obtenidos y siguiendo el procedimiento
anteriormente mencionado, a continuacion, se muestran articulos obtenidos de los

tipos de cancer en el que se ha reportado la expresion de MAD2.

GASTRICO | 4 '
PULMON | 3 '
S. MIELODISPLASICO | 3 l
OVARIO | 3 l
orAL | 2 '
CERVICAL | 2 l
ESOFAGO | 1 '
COLITIS ULCERATIVA | 1 '
NEUROBLASTOMA | 1 l
MESOTELIOMA | 1 '
HEPATOCELULAR | 1 '
ENDOMETRIO | 1 '
COLORECTAL | 1 '
VEJIGA | 1 '
LINFOMA DE CELULAS B | 1 '

Figura 13. Numero de articulos obtenidos en la bisqueda de la expresion de MAD2 en
diferentes tipos de cancer. Un total de 26 articulos incluidos en las revisidn sistematica.

Los detalles de la expresion, el numero de muestras, afio de publicacion y autor se

pueden observar en la Tabla 4.

El aumento en la expresion de la proteina MAD2 en varios tipos de cancer puede

asociarse con el proceso de carcinogénesis, en cancer gastrico se menciona que el
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nivel de la proteina MAD2 fue significativamente alto en los tejidos tumorales en
comparacioén con el tejido normal (C. W. Wu et al., 2004) y en dos estudios mas
detectan a esta proteina MADZ2 localizada principalmente en el citoplasma y ademas
estos trabajos muestran la posible relacion que existe entre la expresion de MAD2
con los datos clinicopatélogicos (Enjoji, llda, et al., 2009). La expresién de la
proteina MAD2 esta asociada con la metastasis hacia ganglios linfaticos (L. Wang
et al., 2009). En 13 articulos obtenidos en esta revision, reportan un aumento en la
expresion de la proteina MADZ2, sin embargo, también es importante mencionar que
hay tres trabajos en los cuales la expresion de MAD2 disminuye, uno de estos
trabajos fue el reportado por McGrogan et al., los cuales demuestran que la proteina
MAD2 se correlaciona con el aumento de la proliferacién celular y localizandola
principalmente en el nucleo pero en menor proporcion en los tejidos tumorales,
asociando esto con una menor sobrevida libre de recurrencia (McGrogan et al.,
2014), mientras que el trabajo publicado por Byrne et al, mencionan que existe una
baja intensidad nuclear de la proteina MAD2, la cual se asocio en los carcinomas
de ovario seroso de alto grado con una mejor sobrevida especifica de la enfermedad
y hubo una correlacion positiva significativa entre la expresiéon de BRCA1 y MAD2,

(Byrne et al., 2018).

El trabajo realizado en mesotelioma, demuestran que la pérdida de expresion del
eje  BRCA1/MAD2, confiere resistencia al farmaco vinorelbina, no hay
mantenimiento de la integridad de los cromosomas (Busacca et al., 2021). Otro
estudio también ha demostrado que BRCA1 esta involucrado en la regulaciéon

transcripcional de MAD2, a través de su capacidad para interactuar y controlar la
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actividad del complejo CDC20/APC/C (R.-H. Wang, Yu, & Deng, 2004a), en el
trabajo de Mullan et al, proponen que la capacidad de BRCA1 para regular al alza
MADZ2 podria ser un mecanismo para garantizar un control inhibitorio adecuado en
el complejo cdc20/APC/C para evitar la inactivacion prematura del punto de control
del huso, esto a su vez permitiria a BRCA1, monitorear la integridad del huso y
promover la activacion y apoptosis en caso de dafio de los microtubulos (Mullan,

Gorski, & Harkin, 2006), (Figura 13).

Mitosis normal Dafio al microtubulo

Ubiquitinacién
K48, K344
—

o/B Tubulina

Integridad del Cinetocoros
microtubulo independientes
fosforilados
<4— BRCAI

Nivel de MAD2 Union de MAD2
bajo de CDC20/APC
1

i
i~

]

Desregulacion
del centrosoma

G

8

'_

Transicion
Metafase/Anafase

Activacion
de JNK

6

e

Arresto mitdtico poptosis

Figura 14. Mecanismos potenciales de la regulacion de BRCA1 en respuesta al dafio de los
microtuibulos. (Tomado y modificado de Mullan, Gorski, & Harkin, 2006).

Un hallazgo importante fue demostrado fue demostrado en pacientes con cancer de
pulmon, los autores muestran una alta expresion de la proteina MAD2 y se asocia
con una baja sobrevida (Kato et al.,, 2011) también este mismo grupo de

investigacion observaron que la expresién de CDC20 y MAD2 en tejidos tumorales
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tuvo una correlacionada significativamente alta y esto se encontré asociada a la
sobrevida general a 5 afios fue significativamente menor (Kato et al., 2012b) y el
equipo de Wu, et al, muestra que la expresion de MAD2 es mas alta en los
carcinomas de células pequefas y esa alta expresion se asocid con la metastasis a

los ganglios linfaticos (Y. Wu et al., 2018).

La expresion de MAD2 no solo se encontré en tumores sélidos, también se ha
reportado en tumores liquidos como el sindrome mielodisplasico en donde los
autores demuestran que la expresiéon de MAD2 fue alta y se asocia con una mala
sobrevida y también con el incremento de desarrollar una enfermedad mas agresiva
(Heredia et al., 2014); (Genga et al., 2015). Contradictoriamente otro estudio en
sindrome mielodisplasico, reportd una disminucion en la expresion de MAD2, en
pacientes con cancer comparada con el grupo control y esto contribuye al mal

prondstico de la enfermedad (Borges et al., 2018).

Para nuestro grupo de trabajo es de gran importancia el estudio de cancer cervical.
Inicialmente nuestro objetivo de estudio fue analizar la expresion de la proteina
MAD2 en cancer cervical, sin embargo, no fue posible realizarlo experimentalmente
por motivos de la pandemia COVID-19. En la revisidon sistematica para cancer
cervical, da como resultado dos articulos, mostrando la expresion de MAD2 en el
nucleo de las células tumorales ademas este aumento de expresion es un factor de
riesgo para el mal prondstico de la enfermedad, también reportan que existe
asociacion con diferentes datos clinicopatélogicos (edad, tipo histolégico e invasion

estromal) y observaron una correlacion estadisticamente significativa con la
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proteina CDC20 en tejidos con cancer (Kim, Choi, Lee, & Kim, 2014b). El otro
estudio en cancer cervical se asocio la alta expresion de la proteina MAD2 con la
progresion del tumor y la resistencia a la quimioterapia (Morishita et al., 2012). En

ambos estudios esta sobreexpresada la proteina MAD2.

En cancer de ovario, reportaron una baja intensidad de tincion de MAD2, que fue
evaluada mediante IHQ, y esto se asocié con la reduccién de la sobrevida libre de
enfermedad e incluso ensayos in vitro demostraron que células con baja expresion
de MADZ2, eran menos sensibles a paclitaxel (Furlong et al., 2012). En cancer de
endometrio la tasa positiva de MAD2 fue relacionada con el estadio clinico y el grado

histolégico, correlacionando negativamente con la expresion de la proteina Bub1 (L.

Li, Xu, Zhao, & Hao, 2013a, 2013b).

Anteriormente se habia hecho una busqueda de informacién sobre la proteina
MAD2 en cancer, eso nos dio como resultado otros trabajos en los cuales estudiaron
la expresion de MAD2 embargo, estos estudios no los obtuvimos con la estrategia
de busqueda que realizamos para la revision sistematica. Consideramos importante
mencionarlos porque muestran la expresion de la proteina MAD2 en diferentes tipos

de cancer.

En cancer de ovario mucinoso, el grupo de Nakano et. al, estudia la expresion de la
proteina MAD2 en varios estadios, y esta fue significativamente mas alta en el grupo
con cancer avanzado sugiriendo que la alta expresion de la proteina MAD2 puede
ser correlacionada con la carcinogénesis (Nakano, Sumi, Morishita, et al., 2012).

Este grupo, también estudia la expresion de la proteina MAD2 en relacion a la
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recaida y respuesta al tratamiento, ellos concluyen que los niveles de expresion de
la proteina MAD2 pueden indican sensibilidad a los farmacos quimioterapéuticos y

riesgo de recurrencia (Nakano, Sumi, Teramae, et al., 2012).

Otro trabajo realizado en cancer de ovario demostré una asociacion significativa
entre el grado del carcinoma y el nivel de expresion de la proteina MADZ2, de acuerdo
con el grado histoldgico, el carcinoma seroso de bajo grado mostré una expresion
baja de MADZ2, mientras que el carcinoma seroso de alto grado mostré6 una

expresion de alta de MAD2 (Park, Jeong, Kim, & Park, 2013).

En un estudio en cancer cervical, demostraron que la expresion de MAD2 fue
significativamente menor en lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
comparadas con cervicitis cronica y las lesiones intraepiteliales de bajo grado, y la
eliminacion de MAD2 aumentd el crecimiento celular, reforzé la capacidad de
invasion y potencido la migracion, inhibié la apoptosis, concluyendo que la
disminucion de la expresion de MAD2, se asocio con el comportamiento maligno (Li

Wang et al., 2019).

En cancer oral, el estudio de Rizardi et al., muestran que en tejidos cancerosos
existe un incremento en la expresién de MADZ2 y esta asociada con la progresion,
favoreciendo la carcinogénesis oral (Rizzardi et al., 2014). Teixeira et al., mencionan
que la expresion de la proteina MAD2 esta aumentada, esto fue demostrado en
lineas celulares de queratinocitos y ese incremento contribuye a la proliferacién

celular (Teixeira et al., 2015).
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En el estudio de carcinoma hepatocelular la expresion de RNAm de MAD2 y el nivel
de proteina fue mas alta significativamente en tejidos tumorales y esta expresion se
relaciond con varias caracteristicas clinicopatélogicas, como el tamafno del tumor,
el grado de tumor y el estadio tumoral (Y. Li, Bai, & Zhang, 2017), por otro lado, en
cancer colorrectal la proteina esta significativamente sobreexpresada en tejidos con
cancer comparado con la mucosa normal (G. Q. Li et al., 2003), en cancer de
esofago observaron las expresion tanto de MAD2 como del punto de control mitético
serina/treonina quinasa (BBubR1) fue significativamente mayor en los tejidos
tumorales y existié una asociacion positiva entre estas dos proteinas (Tanaka et al.,
2008). Un estudio realizado en linfoma se reporté el mismo comportamiento, sin
embargo, este aumento en la expresion se correlaciond positivamente con la
proteina de proliferacion celular Ki67, los autores concluyen, analizando todos estos
resultados que esto favorece que la sobrevida libre de enfermedad sea baja (Chen,

Liu, Zhou, Shen, & Zuo, 2016).

Finalmente en tejidos de neuroblastoma, los autores sefialan que existe una
correlacion positiva significativamente entre la expresion de MAD2 y la sensibilidad
a paclitaxel y esto induce la apoptosis, sin embargo también la alta expresion en los
pacientes fue asociada con mal prondstico (Otake et al., 2011) y por ultimo, un
estudio en tejidos de cancer de vejiga también existe alta expresién de MAD2 en los

estadios avanzados y esto se asocia con una baja sobrevida (Choi et al., 2013).
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Tipo de cancer

Linfoma de
células B

Vejiga

Cervical

Colorectal

Endometrio

Gastrico

Muestras

Tejidos

Tejidos

Tejidos

Tejidos

Tejidos

Tejidos

Tejidos

Tejido
Linea
celular

Tejidos

38

339

53

332

38

63

32

204

100

Métodos de
cuantificacion

IHC

IHC

IHC

IHC

IHC
WB

IHC

IHC
WB
PCR

IHC
WB
PCR

PCR

Resultados de expresion

MAD2 tiene unos niveles muy altos de
expresion en tejidos con cancer comparados
con tejidos normales, su sobreexpresion esta
correlacionada positivamente con Ki67 y la
sobrevida libre de enfermedad mala.

Alta expresion de MAD2 se correlaciona con
alto grado, estadio avanzado y patrén de
crecimiento no papilar y también esta
asociada a una mala sobrevida.

MAD2 se expres6 en nucleo en tejidos
tumorales y esta sobreexpresion es un factor
de riesgo para un mal prondstico.

Expresion de MAD2 fue en el nucleo de las
células tumorales, y muy baja o ausente en
tejidos normales y esta altamente regulado
en SCC.

La proteina MAD2 esta significativamente
sobreexpresada en tejidos con cancer.
Expresion de MAD2 incremento
significativamente en tejidos con céncer de
endometrio comparados con los tejidos
normales.

MAD2 en tejidos con cancer esta
sobreexpresada en comparacion con los
tejidos normales y es detectada
principalmente en el citoplasma de las células
con cancer.

MAD2 se expresaba principalmente en
citoplasma en muestras con cancer. También
su expresion fue mayor en el cancer gastrico
metastasico de los ganglios linfaticos.
Expresion de MAD2 fue significativamente
mas alta en tejidos cancerosos comparados
con los normales. Y en relacion con los datos
clinicopatdlogicos, estaba significativamente

Funcion

oncogén

Oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

Andlisis de
sobrevida

Si

Si

Si

No

No

No

No

No

Si

Referencia

(Chen et al., 2016)

(Choi et al., 2013)

(Morishita et al.,
2012)

(Kim, Choi, Lee, &
Kim, 2014a)

(G. Q. Li et al., 2003)

(L. Li et al., 2013b)

(Tanaka et al., 2001)

(L. Wang et al., 2009)

(Enjoji, lida, et al.,
2009)
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asociada con la metastasis hacia nodos
linfaticos.

Expresion de MAD2 esta incrementada en
lesiones gastricas premalignas y malignas.

La expresion del RNAm de MAD2 y el nivel de
proteina estaba significativamente mas alto
en tejidos tumorales.

El analisis sobrevida indico asociaciones
significativas entre niveles altos de MAD2 en
NSCLC y sobrevida a 5 anos especifica del
tumor y libre de recurrencia. Los pacientes
con adenocarcinomas con alta expresion de
MAD?2 revelaron una sobrevida mas corta que
aquellos con baja expresion de MAD?2.

La expresion de CDC20 y MAD2 estuvo
significativamente correlacionado en
adenocarcinomas y los carcinomas de células
escamosas.

La expresion de MAD2 es mal alta en
pacientes con SCLC que en pacientes con
NSCLC y se asocia con la metastasis hacia los
nodos linfaticos y el tiempo de sobrevida.
Perdida de la expresion de MAD2 se
correlaciono con una mala sobrevida y
confiere resistencia al farmaco.

Los niveles de expresién de MAD2 se asocio
con el incremento de desarrollar Ila
enfermedad mas agresiva.

Alta expresion de MAD2 fue asociado con
trombocitopenia severa y con una mala
sobrevida en pacientes con este sindrome.
Expresion de MAD2 era baja en pacientes con
MDS comparada con el grupo control
sugiriendo que estos datos contribuyen a un
mal prondstico en la enfermedad.

Existe una correlacion entre la expresion de
MAD2 vy la sensibilidad a paclitaxel,
induciendo apoptosis. Expresién de MAD2 es
significativamente mas alta en pacientes con

oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

oncogén

Supresor de
tumor

oncogén

oncogén

Supresor de
tumor

oncogén

S|

No

Si

Si

No

Si

No

Si

No

Si

(Kim, Choi, Lee, &
Kim, 2019)

(Y. Lietal., 2017)

(Kato et al., 2011)

(Kato et al., 2012a)

(Y. Wu et al., 2018)

(Busacca et al., 2021)

(Heredia et al., 2014)

(Genga et al., 2015)

(Borges et al., 2018)

(Otake et al., 2011)



mal prondstico que en pacientes con buen
prondstico.

Colitis ulcerativa Tejido 31 IHC Niveles de MAD2 no cambiaron NR NR (B e

al., 2007)
Tejido Expresiéon de MAD2 fue mayor en el tejido
P , canceroso que en el tejido normal. Se reporta ,
Esof L 21 PCR B L. N Tanaka et al., 2008
sotago ceIIrLir una asociacion positiva entre MAD2 y BubR1 oncogen ° (Tanaka et a )

en tejido canceroso.
Tejidos cancerosos mostraban un incremento

Tejido 49 IHC en la expresion de MAD2, esta expresion se oncogén No (Rizzardi et al., 2014)
asocio con el grado histolégico.

oral MAD2 esta sobreexpresada en las lineas

Tejido IHC celulares, esto contribuye a La proliferacidn
Linea 65 PCR celular. También hay una alta expresidon en oncogén Si (Teixeira et al., 2015)
celular tejidos de carcinoma oral de células
escamosas.
La baja intensidad de tinciéon de MAD2 se
T?jido 45 IHC asocio signific.ativa.mente con una rsaduccién Supresor de .
Linea de la sobrevida libre de progresion y las Si (Furlong et al., 2012)
5 PCR . . L. tumor
celular células con baja expresion de MAD2 eran

menos sensibles al paclitaxel.
MAD?2 se expreso predominante en el ntcleo,
el incremento de la distribucion del

Ovario Tejido 72 IHC porcentaje  de MAD2 fue también oncogén Si (McGrogan etal.,

. ) 2014)
fuertemente asociado con el incremento de la
expresion de ki67.
La baja intensidad nuclear de MAD?2 se asoci6
" j i ifi | , .
Tejido 94 IHC con una mejor sobrevida especifica de la oncogén Si (Byrne et al., 2018)

enfermedad en carcinomas seroso de alto
grado.

IHQ: inmunohistoquimica; WB: Western blot; qRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; NR: no reportado; MDS: sindrome mielodisplasico; NSCLC:
carcinoma de pulmdn de células no pequefias; SCLC: carcinoma de pulmén de células pequefias; SCC: carcinoma de células escamosas.

53



Andlisis bioinformatico

Se utilizé la plataforma ONCOMINE para ver los niveles de expresion de RNAm de
MADZ2 en tejidos con cancer comparados con los tejidos normales. En el cancer de
cérvix, se observd una alta expresion de MAD2 en diferentes conjuntos de datos.
En el conjunto de datos de Biewenga cérvix reveld que la expresion de RNAm de
MAD?2 en el tejido del cancer de cuello uterino era 2.559 veces mayor que la que se
encuentra en el tejido cervical normal 1.26'°y de manera similar, encontramos que
los niveles de expresion de RNAmM de MAD2 en el conjunto Pyeon, en el cual
estudian para distintos de cancer asociados con VPH (multi-cancer), aumentaron
significativamente 4.861 veces en los tejidos del cancer de cuello uterino (Figura

14).
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Figura 15. Analisis de expresion de MAD2 en muestras de cancer cervical. A) Analisis tomado de
Biewenga Cervix Statics Reporter: A_23_P92441. 1) Cérvix uterino 2) Carcinoma cervical de células
escamosas (2008). B) Analisis en canceres asociados con VPH Pyeton Multi-cancer Statistics Repoter:
1554768_a_at. Leyenda 1. Cérvix uterino, 2. Cavidad oral, 3. Paladar, 4. Amigadala, 5. Cancer cervical.
(2007)

Después de explorar los niveles de expresion de RNAm de MAD2 in silico, a

continuacion, se construyé la red de interaccion proteina de genes expresados
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diferencialmente, que incluye 11 nodos, esto fue obtenido utilizando el programa

STRING (Figura 15). y se también se realiz6 el analisis los principales elementos

del enriquecimiento de gene ontology (GO); uno de ellos fue el proceso bioldgico,

que mostro, los genes relevantes para MAD2 en el cancer de cérvix, se asocian

particularmente con: segregacion mitdtica de cromatidas hermanas, organizacion

de microtubulos del citoesqueleto, division nuclear, ciclo celular, puntos de control

del ciclo celular mitético, entre otras.

TTK

TRIP1

MAD2L1

UB1B’

UB3

MAD1L1
ANAPC4
CDC20
CDC16
£,
BUB1
CDK1

Figura 16. STRING - Redes de asociacion de proteinas funcionales y su interaccion con otras proteinas

involucradas en el proceso mitético.
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Finalmente se utilizé el analisis de enriquecimiento de KEGG para comprender las
vias de sefalizacion relevantes entre ellas, esta: como ya lo hemos estado
mencionando es una proteina que esta involucrada en el ciclo celular, es
componente del punto de control del ensamblaje del huso que evita el inicio de la
anafase hasta que todos los cromosomas estén correctamente alineados en la placa
de metafase. Ademas, es requerido para la ejecucion del punto de control mitético
que monitorea el proceso de union cinetocoro-huso e inhibe la actividad del
complejo promotor de anafase secuestrando CDC20 hasta que todos los

cromosomas estén alineados en la placa de metafase.
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DISCUSION

En este estudio realizamos una revision sistematica de la expresion de MAD2 en
varios tipos de cancer, evaluada en tejidos por IHC y su funcién como posible
marcador diagnostico, el periodo de busqueda fue de los ultimos 20 afios. La
identificacion de nuevos biomarcadores es necesaria para el diagnéstico temprano
del cancer, esto permitira ayudar al paciente con un mejor diagnostico y tratamiento

mas especializado para la enfermedad, basado en la evidencia.

En la practica clinica se utilizan varios marcadores para el diagnostico de la
enfermedad, un ejemplo de esto es la alfa-feto proteina (AFP) un biomarcador
seroldgico en carcinoma hepatocelular, su aplicacion clinica es el diagnostico,
estadificacion, riesgo de recurrencia y seguimiento de la terapia (Kirwan et al.,
2015). Otro claro ejemplo es el antigeno prostatico especifico (PSA), el cual se ha
utilizado ampliamente para detectar en los hombres el cancer de prostata (Kirwan
et al., 2015). En el cancer de mama se han propuesto pruebas genéticas como
biomarcadores, las mutaciones en BRCA1, BRCAZ2 y otros genes que tienen
susceptibilidad en este cancer y han servido para mejorar las estrategias de
deteccion, prevencion y marcadores para la terapia dirigida (Walsh, Nathanson,
Couch, & Offit, 2016); (Tung & Garber, 2018) y aun cuando se ha avanzado en la
busqueda de biomarcadores, actualmente solo existen para algunos tipos de
cancer.

La proteina MAD2, se ha reportado que aumenta su expresion principalmente como
se muestra en esta revision, y puede considerarse un buen candidato a biomarcador

tumoral, todo esto se ha demostrado a través estudios de expresion de MAD2 en
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tejidos tumorales comparados con los tejidos normales, evaluado por IHC en
algunos casos se observd que influye en la sensibilidad a farmacos
quimioterapéuticos (Morishita et al., 2012); (Furlong et al., 2012). Asi, favorece la
sobrevida de los pacientes, se propone que esta proteina funciona como un

oncogén y esto influye en la tumorogénesis de la enfermedad (Malumbres, 2011).

Para mejorar el diagnostico, prondstico o los posibles blancos terapéuticos, es
necesaria la identificacién de nuevos biomarcadores, que nos ayuden al diagndstico
oportuno, seria de gran importancia el identificar marcadores que principalmente
contribuyan a un diagndstico en etapas tempranas. Ya existen algunos
biomarcadores, pero aun siguen siendo insuficientes para todos los tipos de cancer,
por eso es importante conocer a detalle mas de estas moléculas y como es su
participacion en el proceso tumoral.

El crecimiento de las células tumorales se caracteriza por tener una proliferaciéon
celular descontrolada causada por un ciclo celular anormal y la expresion alterada
de proteinas relacionadas con el ciclo celular que confiere a las células tumorales
sus capacidades invasivas, metastasicas, farmacoresistentes y anti apoptéticas (K.
Liu et al., 2020). En el estudio de la proteina MAD2, de acuerdo a los resultados
presentados en esta revision, se muestra que los niveles de expresion de MAD2
pueden influir en la promocioén de cancer, esto se observo en lineas celulares, el
aumento en la expresion de MAD2 esta asociada a la progresion, metastasis o
incluso resistencia a farmacos (Alfarouk et al., 2015) (Bargiela-Iparraguirre et al.,
2014), este proceso, es una forma de progresion del cancer, dando asi como

resultado un fracaso terapéutico y eventualmente la muerte (Alfarouk et al., 2015) y
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es una caracteristica de canceres muy agresivos, como por ejemplo el cancer de

mama triple negativo (Nedeljkovi¢ & Damjanovi¢, 2019).

Los complejos de proteinas de multiples subunidades son responsables de la mayor
parte de la funcionalidad de la célula (Ryan, Kennedy, Bajrami, Matallanas, & Lord,
2017). Sin embargo, puede existir una mala regulacién de estos complejos, que son
capaces de propagar o iniciar eventos de senalizacion fisiopatolégica, lo que
provoca la adquisicion de caracteristicas moleculares que contribuyen a la etiologia
o progresion de muchas enfermedades como el cancer (Stefan, Troppmair, & Bister,
2018). Existe interaccién con diferentes proteinas que estan involucradas en
mitosis, como BUB1, CDC20, ANAPC1, MAD1L1, CCNB1, RCF4 entre otras, las
cuales pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad (Yang, Pan, & You, 2019)

(Figura 8).

En esta revision, también en varios articulos muestran la relacion de MAD2 y otras
proteinas como BRCA1, esta proteina se puede unira OCT-1 y regula positivamente
a MAD2 (R.-H. Wang, Yu, & Deng, 2004b). En cancer de ovario se demostré que
BRCA1 estaba fuertemente correlacionada con MAD2 en tejidos tumorales (Byrne

et al., 2018).

Mientras que en el trabajo acerca de mesotelioma, demuestran que la pérdida de
expresion del eje BRCA1/MAD2, confiere resistencia al farmaco vinorelbina, por lo
que no hay mantenimiento de la integridad de los cromosomas (Busacca et al.,
2021). Otra proteina que también tiene relacion con MAD2 es p53, el conocido

guardian del genoma. Se ha reportado que cuando existen defectos en MAD2 da
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como resultado la aneuploidia y esto conduce a la acumulacion de p53 y la
detencion del ciclo celular G1 mediada por p21 (Narkar et al., 2021); (Burds, Lutum,
& Sorger, 2005); (Schvartzman et al., 2011). Otro ejemplo es la proteina CDC20,
del ciclo celular que participa en conjunto con MAD2; en estos trabajos se reporta
una relacion de la expresion de ambas proteinas y eso influyen en la tumorogénesis

(Kato et al., 2012b), (Kim et al., 2019).

Los resultados reportados en estos trabajos reflejan el papel de BRCA1 en el
mantenimiento de la integridad del genoma al interactuar con diferentes proteinas
p53 y otros genes involucrados en el proceso mitético e incluso la apoptosis (R.-H.
Wang et al., 2004b). Con base en estos estudios y evidencias, consideramos que la
proteina MAD2 debe estudiarse también en funcion a su asociacién e interaccion
con otras proteinas, asi como también evaluar la posibilidad de que esa asociacion
podria considerarse como un conjunto de genes/proteinas y podrian ser propuestas

como biomarcadores.

Otros trabajos reportan también la expresion a nivel de proteina de MAD2, mediante
otras metodologias diferentes a IHC, como ejemplo el estudio de cancer gastrico,
se realizé un analisis de Western blot, una metodologia no incluida en nuestros
criterios de inclusion, se observaron niveles elevados de la expresion de MAD2 (C.
W. Wu et al., 2004), en otro estudio que no fue incluido en la revision, fue en cancer
de esdéfago, la expresion de los dos genes y BUB1 utilizados entre ellos MAD2,
fueron muy variables, se observaron aumentos y disminuciones del nivel de

expresion de MAD2 (Doak et al., 2004). Consideramos importante en un futuro
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realizar evaluaciones mas precisas sobre la evidencia obtenida por IHC, evaluando
como componentes principales la intensidad, el puntaje indicado, la asociacion con
el grado de tumor, el porcentaje de expresion, localizacidn entre otros mas con la

finalidad de realizar un analisis mas completo.

Un area de constante crecimiento en investigacion en cancer es la identificacion de
blancos terapéuticos y con ello, la busqueda de moléculas inhibidoras (Goel,
DeCristo, McAllister, & Zhao, 2018); (Otto & Sicinski, 2017); (Schwartz & Shah,
2005); (Bates et al., 2020a) y las proteinas participantes en mitosis no son la
excepcion para la terapia contra el cancer. Los inhibidores que participan en
procesos mitéticos tienen gran importancia. Se ha observado que es el proceso que
presenta multiples alteraciones, por ejemplo, las familias de proteinas Auroras y
PLKs, estudiadas por el equipo de trabajo de Qi, et al., han propuesto 36 inhibidores
duales, los cuales fueron disenados, sintetizados y validados in silico y
posteriormente se seleccionaron mediante ensayos in vitro, de esos un posible
candidato: AAPK-25. Sus resultados mostraron que inhibié significativamente el
desarrollo del crecimiento del cancer de colon, al final de la administracion en un
modelo murino (Qi et al., 2019).

Es importante continuar con el disefo, seleccidon y combinaciones, de inhibidores
basadas en mecanismos que aprovechan la interrelacion de senales activadas por
la detencidn del ciclo celular, asi como el desarrollo de farmacos centrados en la
pediatria, para las enfermedades poco frecuentes de la infancia, como el cancer

(Mills, Kolb, & Sampson, 2017). Seria muy interesante seguir realizando estos
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ensayos de manera in vitro e in vivo y posteriormente a pruebas clinicas en las

diferentes fases.

En el trabajo de Henriques et al., es otro ejemplo, que propone un inhibidor para la
proteina MAD2, denominado M2I-1, el cual se dirige a la unién de MAD2 y CDC20,
y debilita la respuesta SAC en las células cancerosas tratadas con Paclitaxel, sin
embargo, aun no se ha descrito su potencial terapéutico. Esto puede deberse a la
inactivacion completa de SAC es dificil de lograr in vivo, lo que podria favorecer la
inestabilidad cromosdmica y la resistencia a los agentes actuales dirigidos a los
microtubulos (MTAs) en las células (Henriques et al., 2019).

La busqueda de biomarcadores ha implementado varios métodos moleculares
basicos, actualmente con la gendmica y la protedmica, tecnologias de alto
rendimiento, existe la capacidad de examinar las enfermedades a nivel molecular,
con mas y mejores posibilidades, como por ejemplo los microarreglos, han revelado
firmas de expresion génica del cancer de mama, ya con uso potencial en la clinica
y seria de gran utilidad apoyarse en estas tecnologias en algun futuro (Catherine &

Jiri, 2011).

En esta revision sistematica, se ha evidenciado, que a través de los afos se ha
realizado la investigacion en el estudio de la proteina MAD2, la cual es detectada
por varias metodologias, como son: IHQ, microarreglos, western blot, PCR en
tiempo real, entre otras; especialmente en cancer gastrico, (Tanaka et al., 2001); (L.
Wang et al., 2009); (Enjoji, lida, et al., 2009) y (Kim et al., 2019); en cancer de

pulmén (Kato et al., 2011); (Kato et al, 2012a); (Y. Wu et al, 2018) o
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hepatocarcinoma celular (Y. Li et al., 2017), teniendo asi datos importantes para
poder demostrar que esta proteina puede ser un posible biomarcador de
diagndstico, y que valdria el esfuerzo en un futuro en revisar también a la proteina
MAD2 como posible factor pronostico o blanco terapéutico. Nosotros encontramos
un estudio realizado por Byrne et al, trabajo importante de resaltar, que realizaron
la asociacion de MAD2 y su valor prondstico en diferentes tipos de cancer,
reportando un metaanalisis, la expresién medida por IHC y enfocandolo fuertemente
con las sobrevida y sobrevida libre de enfermedad en cancer de ovario y
compartiendo solo 13 articulos en comun, con nuestro estudio (Byrne et al., 2017).
En nuestros resultados de la revision sistematica de los 26 incluidos en el analisis,
la mayoria de los estudios (15), proponen a la proteina MAD2 como biomarcador
pronostico y en 6 estudios como biomarcador de terapia, mientras que en los ultimos
5, propiamente no fue reportado si lo proponen o puede servir como algun tipo de

biomarcador.

Existen estudios que generan controversia, respecto a esta proteina MADZ2, en
cancer de ovario y sindrome mielodisplasico hay una baja expresion de esta
proteina, y se asocia a que favorece la malignidad en esas patologias (Furlong et
al., 2012); (Borges et al., 2018), incluso también en el cancer de esdéfago, los
resultados de expresion de la proteina en los tejidos eran variables no encontrando
una asociacion directa (Doak et al., 2004) y otro estudio realizado en muestras de
colitis ulcerativa, una enfermedad crénica que se asocia con el incremento de riesgo
de desarrollar cancer colorrectal, los autores demostraron que la expresion de

MADZ2 no presenté cambio (Burum-Auensen et al., 2007).
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Nosotros consideramos que seria importante realizar mas estudios, en un mayor
numero de muestras, para conocer mas del papel que tiene MAD2, en estos tipos
de cancer, porque inclusive los reportes en el mismo tipo de cancer, ovario como
ejemplo los estudios en diferentes grupos, unos indicarian una funcién de oncogén
y otros como los mencionados previamente aun con baja expresion favorecen al
desarrollo de esas patologias (Furlong et al., 2012).

Como se menciond previamente, en la actualidad existen en el mercado firmas de
expresion genética, las cuales han demostrado tener valor prondstico y ayudan al
diagnostico de algunos tipos de cancer como por ejemplo Oncotype, MammaPrint®
(Colomer et al., 2018), EndoPredict, pacientes con cancer de mama (Filipits et al.,
2011). ColoPrint®, un ejemplo para cancer de colon, (Kopetz et al., 2015). En
cancer de tiroides firmas moleculares bien caracterizadas ThyroSeq, ThyraMIR,
ThyraGenX (Glass et al., 2021), sin embargo, estas firmas moleculares no estan
disponibles para los sistemas de salud publicos, algunas de ellas se encuentran en
sistemas de salud privados y en México y las compafiias de seguros no cubren los

costos de estos estudios.

Los tratamientos para el cancer mas utilizados funcionan eliminando o deteniendo
la rapida division de las células cancerosas y evitando que se propaguen a otras
partes del cuerpo (Pathania et al., 2021). Se necesita seguir investigando acerca de
esta enfermedad, quiza no se pueda curar, sin embargo, podemos hacer de ella una
condicién cronica, en la cual los pacientes puedan tener una mejor calidad de vida.
Segun la organizacion panamericana de la salud (PAHO), esta en enfermedad

seguira siendo un problema de salud publica y si las tendencias actuales persisten,
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en 2030 la incidencia del cancer aumentara en un 81% en los paises poco

desarrollados y en los paises en vias de desarrollo aun mas (PAHO, 2021).

Finalmente, los datos mostrados en esta revisibn muestran que la expresion de
MAD2 fue predominantemente alta y es posible proponerlo como marcador
diagndstico en varios tipos de cancer. Esto comprueba que la expresion MADZ2 sigue
estando alterada y dan certeza a los resultados mostrados. Son necesarios mas
estudios de su participacion puntual en el proceso de carcinogénesis.

En efecto si bien los reportes son la mayoria de ellos en canceres que actualmente
son los mas frecuentes, como pulmoén, higado, ovario, gastrico, etc., es necesario
la investigacion en canceres que no han sido reportados, para conocer su expresion
y su posible funciéon oncogénica, en los canceres que son poco frecuentes o incluso
en relacion con la frecuencia poblacional de estudio. También, en las diferentes
estrategias aplicadas, no aparece ningun reporte de MAD2. En cancer de mama,
existen al menos dos reportes que indican que la sobreexpresion simultanea de la
proteina del punto de control mitético MAD2 con Kras o Her2 en las glandulas
mamarias de ratones adultos da como resultado una sobre activacién del punto de
control mitético y un retraso en la aparicion del tumor (Rowald et al., 2016). En otro
estudio, en el cual seleccionaron a los genes MAD2L1 y BUB1, se realizaron
experimentos en dos lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y MDA-
MB-468, para evaluar la proliferaciéon, migracion e invasion celular y después de
anular la expresion de estos genes, se encontré que la alta expresion de estos
genes estaba asociada con tumores agresivos y una baja sobrevida libre de

enfermedad (Z. Wang et al., 2015).
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CONCLUSION

Este trabajo sugiere que MAD2 es importante en la progresion de la mayoria de
canceres, aqui reportados y puede servir principalmente como blanco diagnostico.
Sin embargo, es necesario realizar mas ensayos in vivo para verificar su
participacion como biomarcador y posteriormente realizar experimentos de fase

clinica, para su posible aprobacion y uso terapéutico.
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PERSPECTIVAS

Se hace necesario realizar experimentos in vitro e in vivo para demostrar que
esta proteina puede servir como biomarcador en cancer.

Se propone realizar experimentos de esta proteina puede servir como
biomarcador en canceres ginecoldgicos.

Se considera realizar un metaanalisis para tener resultados mas solidos en
nuestra investigacion acerca de la proteina MAD2.

Realizar analisis de sobrevida mediante plataformas bioinformaticas disponibles

en linea.
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ANEXOS

1. INTRODUCCION IV.RESULTADOS

El virus del papiloma humano (VPH) es uno
de los factores de riesgo mas comunes para
el cancer de cuello uterino (Ca-Cu), es un
importante problema de salud de la mujer en
todo el mundo. Los genes tempranos E6 y
E7 participan en la interrupcién del ciclo
celular y su expresion constitutiva en tejidos
premalignos y malignos. Existen proteinas
relacionadas con el proceso mitético, que se
expresan diferencialmente  durante el
proceso y podrian ser biomarcadores en el

[ ——

diagnéstico precoz. La proteina MAD2 es
necesaria para la transiciéon de la metafase a
la anafase, evitando que la célula progrese a
la anafase del ciclo celular. En este analisis
bioinformatico de la expresion de MAD2, se
observé una sobreexpresion que puede
servir como factor de inestabilidad
cromosémica en  muchos  canceres
sociados al VPH.

\ 1. OBJETIVO \
Realizar un andlisis bioinformatico acerca de
la expresion del gen y proteina MAD2 y ver si
posiblemente puede servir como un posible
biomarcador en el diagnéstico de cancer
cervical.

| Ill. MATERIALES Y METODOS |

« La expresion de MAD2 se evalud
inicialmente utilizando la base de datos de
Oncomine.

» Se analizé el nivel de expresion proteica,
también en otros tipos de cancer asociados
al VPH.

« Ubicacion celular, funcion molecular, asi
como andlisis de enriquecimiento de vias,
interacciéon proteina-proteina y analisis de
supervivencia utilizando herramientas como

las bases de datos cBioportal, DAVID y
Qixpression Omnibus (GEO). /

\ CONCLUSION \

El analisis bioinformatico sugiere que MAD2 es
importante en la progresiéon de Ca-Cu y puede servir
como una posible diana terapéutica para este tipo de
cancer. Sin embargo, se necesitan ensayos Yy
experimentos clinicos para verificar la participacién como
objetivos farmacolégicos en el uso médico clinico.
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