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> RESUMEN

Multiples lineas celulares inmortales se caracterizan por
diversas alteraciones genéticas, como mutaciones de
genes clave en la apoptosis inducida por quimioterapia.
Lo anterior explica porque algunas neoplasias sin haber
recibido tratamiento previo son quimiorresistentes (resis-
tencia tumoral innata). La co-amplificaciéon de HER-2/
neu'y la topoisomerasa Il juegan un papel determinante en
la quimiosensibilidad. La apoptosis es un importante me-
canismo regulador en el crecimiento y desarrollo celular
que conduce a la carcinogénesis. Al perder el equilibrio
entre la proliferacion celular y la muerte celular o apop-
tosis, se favorece la tasa de crecimiento o de remision
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> ABSTRACT

Multiple immortal cell lines are characterized by genetic alterations
such as mutations of key genes in apoptosis induced by chemothe-
rapy. This explains why some tumors without prior treatment
are chemically resistant (innate tumor resistance). The coam-
plification of HER-2/neu and topoisomerase II plays a role in
chemo-sensitivity. Apoptosis is an important regulatory mecha-
nism in cell growth and development that leads to carcinogenesis.
By losing the balance between cell proliferation and cell death or
apoptosis, increases the rate of tumor growth or remission. Because
many antineoplastic drugs require apoptotic pathway to induce
cell death, the parameters of cellular proliferation and apoptosis are
targets of study as predictors of response to chemotherapy. It has
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tumoral. Debido a que varios antineopldsicos requieren
una via apoptdtica para inducir muerte celular, los pari-
metros de proliferacion celular y apoptosis son blancos de
estudio como predictores de respuesta a la quimioterapia.
Se ha demostrado que la proliferacién celular tumoral
es un factor predictor en el cincer de mama localmente
avanzado (CMLA), utilizando doxorrubicina como te-
rapia neoadyuvante y valorando la frecuencia mitdtica y
los niveles de la proteina Ki-67. También se ha mostrado
una asociacion significativa entre la tasa de proliferaciéon
celular (frecuencia mitética alta) y la resistencia a la doxo-
rrubicina en un subgrupo de tumores que expresan una
proteina p53 silvestre y en donde el estado del gen p53
mutado ha sido el dnico factor predictivo de quimio
resistencia. Hasta ahora, no se cuenta en la clinica con
factores moleculares predictivos de respuesta o resisten-
cia a la quimioterapia. Algunos marcadores ya han sido
analizados en varios estudios de pacientes con cancer de
mama en los ltimos afios. Dentro de éstos se encuentran
los genes HER-2/neu y p53, los cuales parecen ser los mds
importantes. Existe una relacion entre las mutaciones del
TP53 que afectan la respuesta a antraciclinas en pacien-
tes con cincer de mama locorregionalmente avanzado.
Algunos estudios sugieren que la mutacidén especifica de
TP53 puede conferir resistencia a las antraciclinas. Los
microarreglos de DNA representan una herramienta
nueva para el estudio de los perfiles de expresion génica
en tumores humanos. Otros estudios genomicos serdn
utiles para el estudio de los perfiles de expresion proteica
(protedmica) en el cancer.

Palabras clave: Cincer de mama, p53, HER-2/neu,
microarreglos, prondstico, predictivo, México.
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been shown that tumor cell proliferation is a factor in locally ad-
vanced breast cancer (LABC) using doxorubicin as neoadjuvant
therapy, and assessing the mitotic rate and the levels of Ki-67
protein. We have also shown a significant association between
the rate of cell proliferation (high mitotic frequency) and resistance
to doxorubicin in a subset of tumors expressing wild p53 protein
and wherein the mutated p53 gene status was the only predictive
factor of chemo-resistance. So far, there is no clinic in the mole-
cular factors predictive of response or resistance to chemotherapy.
Some markers have been analyzed in several studies of patients
with breast cancer in recent years. Among these are the HER-
2/neu and p53 genes, which appear to be the most important.
There is a relationship between TP53 mutations that affect the
response to anthracyclines in patients with locoregional advanced
breast cancer. Some studies suggest that specific TP53 mutation
can confer resistance to anthracyclines. DNA microarrays repre-
sent a new tool for studying gene expression profiles in human
tumors. Other genomic studies will be useful for studying protein
expression profiles (proteomics) in cancer.

Keywords: Breast cancer, p53, HER-2/neu, microarrays,
prognosis, predictive, Mexico.

> INTRODUCCION

La quimiorresistencia es la principal causa de falla a la
quimioterapia neoadyuvante (QTN).'? El estudio de los
mecanismos de quimio-resistencia en la clinica como
blanco primario tiene implicaciones importantes en la
seleccion de regimenes terapéuticos.

Ante la exposicion a un agente citotdxico in vitro, la
sensibilidad y la resistencia se presentan en las células
de manera simultinea estimulando o inhibiendo tem-
poralmente su crecimiento; en contraste, debido a la
heterogeneidad in vivo de las poblaciones celulares, la ex-
posicion a un agente citotoxico genera resultados variados
en funcion del numero de células sensibles o resistentes
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dentro de dicha poblacién.? Este fendmeno se denomina
clonalidad celular. El uso de modelos in vitro implemen-
tado por Skipper y Perry se ha utilizado desde hace 30
anos para explicar la biologia del cincer humano;* sin
embargo, la inmortalizacion y los xenotrasplantes de li-
neas celulares en modelos murinos desafortunadamente
no reflejan la misma heterogeneidad de los canceres hu-
manos in vivo.

Multiples lineas celulares neopldsicas inmortales se
caracterizan por presentar diversas alteraciones genéti-
cas,>® como mutaciones en genes clave en la apoptosis
inducida porquimioterapia.”® Lo anterior explica por qué
algunas neoplasias son quimiorresistentes ain sin haber
recibido tratamiento previo (resistencia tumoral innata).
Sin embargo, la quimiorresistencia también puede ser ad-
quirida, lo que se demuestra durante el tratamiento con
segundas o terceras lineas de quimioterapia (QT). Otra
posible causa que ha sido discutida es la misma propiedad
mutagénica de los firmacos que podrian inducir resisten-
ciaa otros.” Los estudios comparativos y las observaciones
clinicas sugieren varias diferencias en los mecanismos de
quimio-resistencia como: sobreexpresiéon de proteinas
de bomba de membrana (tipo MDR y Glicoproteina-P),
ademds de ciertos oncogenes, desregulacion de enzimas
metabolizadoras de firmacos (Citocromo P450) y muta-
ciones de genes involucrados en la apoptosis (genes de la
familia Bcl-2, p53 y caspasas).

Por el contrario, ahora sabemos que un factor im-
portante de la resistencia a las antraciclinas es por via de la
glicoproteina-P, la cual es codificada por el gen de resisten-
cia a multifirmacos (MDR), también desde hace algunos
afos implicado en la via apoptética.'” Otro mecanismo
comun de resistencia lo representa la desregulacién de la
glutacion.

Estudios recientes se han enfocado en la sobreexpre-
sion del protooncogén HER-2/neu,'" en los defectos de la
enzima topoisomerasa II'? y en las mutaciones del gen p53."

Existen mdaltiples mecanismos de resistencia a qui-
mioterapia, y varios de éstos se encuentran vinculados,'*1°
como se observa en la asociacion de la sobreexpresion del
oncogén HER-2/neu, la sensibilidad a antraciclinas y la
sobreexpresion de la topoisomerasa II, enzima coamplifi-
cada por HER-2/neu.

Park K vy colaboradores!® analizaron 67 pacientes
con CMLA tratadas con Quimioterapia Neoadyuvante
(QTN) basada en doxorrubicina, y observaron mayores
tasas de respuesta en quienes presentaron co-amplificaciéon
de HER-2/neu y topoisomerasa II (18/19), en compara-
cidén con pacientes que no la presentaban (17/36), con lo
que se concluye el papel determinante de dichos genes en
la sensibilidad de esta neoplasia.
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> FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DE LA RES-
PUESTA A LA QUIMIOTERAPIA

Los factores prondsticos son aquéllos relacionados con el
desarrollo de metdstasis de una neoplasia'’e influyen en
el riesgo de recaida o muerte, independientemente de
su tratamiento.'®Por su parte, los factores predictivos se
asocian a la sensibilidad o resistencia al tratamiento cito-
toxico del tumor.

El estado de receptores hormonales (RE, receptor
de estrogenos y RPg, receptor de progesterona) en can-
cer de mama temprano son factores pronoésticos débiles;
sin embargo, son adecuados predictores de respuesta a la
hormonoterapia.'” Su valor en enfermedad localmente
avanzada es controversial.?’

La utilidad del estudio de la sensibilidad a la qui-
mioterapia radica en: 1). La evaluacion directa de la
respuesta objetiva tumoral,?! asi como la respuesta celular
mediante la determinacién del indice apoptdtico,? 2).
El monitoreo de las lesiones medibles y por tltimo, 3).
La comparacidn, en biopsias de control, de los cambios
en las caracteristicas bioldgicas secundarias al tratamien-
to. Sin embargo, se desconoce si los efectos de la QTN
pueden ser un parimetro de respuesta y considerarse de
valor prondstico.

Actualmente se estin investigando los cambios
histopatologicos y marcadores moleculares como factores
prondsticos y predictivos de respuesta a quimioterapia.?

> APOPTOSIS Y PROLIFERACION CELULAR COMO BIO-
MARCADORES EN EL CANCER DE MAMA

La apoptosis es un mecanismo regulador importante en el
crecimiento y desarrollo celular, que al inhibirse conduce
a la carcinogénesis. Cuando existe pérdida del equilibrio
entre la proliferacién y la muerte celular o apoptosis, se
favorece la tasa de crecimiento o bien, la remisiéon tumoral >

Debido a que varios antineopldsicos requieren una
via apoptética para inducir muerte celular, se pueden
estudiar la proliferacién celular y apoptosis como pre-
dictores de respuesta a QT, considerando que sus vias
principales convergen en varios puntos, igual que los
procesos biologicos regulados por el gen supresor de tu-
mor p53.%*

La apoptosis y la proliferacion celular se han rela-
cionado estrechamente en diversos reportes de pacientes
con cincer de mama previamente tratadas con QT.%
La poblacién celular con mayores tasas de proliferacion,
también muestra elevadas tasas de apoptosis.

Lo anterior se asocia con tumores de alto grado, so-
breexpresion del oncogén HER-2/neu y del gen supresor
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de tumor p53; y de manera inversa, la expresion del on-
cogén Bcl-2y de RE se asocia con un pobre prondstico.

No obstante, la evidencia que permita sefialar a la
apoptosis como marcador prondstico independiente en
cancer, no ha sido demostrada,?-*? aun cuando se publi-
cd en una gran serie de pacientes con cincer de mama
(mas de 700) la relacion entre apoptosis, sobrevida libre
de enfermedad (SLE), sobrevida global (SG) y la presen-
cia de ganglios positivos. En este estudio no se identifica
a la apoptosis como un marcador prondstico indepen-
diente,* lo cual no descarta esta posibilidad, pues otros
estudios ha senalado a la apoptosis como una variable
independiente cuando se correlaciona con otros indica-
dores prondsticos.”!

Recientemente se ha identificado a una nueva fa-
milia de genes inhibidores de la apoptosis que pueden
tener un mayor potencial como marcadores predictivos
o prondsticos (XIAP, cIAP1, cIAP2, NIAP y survivina
en humanos).*

El producto protéico de estos genes inhibe la apop-
tosis por uniéon directa e inactivacion de las caspasas. El
inhibidor mis potente hasta ahora, es el XIAP.

Por otra parte, otros estudios indican que los tumo-
res con alto grado de proliferacién celular (determinado
por la expresion de las proteinas Ki-67 o MIB-1) estin
fuertemente asociados con una disminucion en la SLE y
SG, en gran parte debido a su quimiorresistencia.**?* Si
bien es sabido que el grado tumoral también se relaciona
con la respuesta a los agentes citotdxicos, esta observa-
cién probablemente demuestra las diferencias genéticas
asociadas con cada tejido tumoral. Esto se demostrd en
un meta-andlisis que incluyd 46 ensayos (n = 12 155),
en el que la positividad paraKi-67/MIB-1 se asoci6é con
un riesgo significativamente mayor de recaida, tanto
enfermedad con ganglios positivos (HR 1.59, 95% CI
1.35-1.87) como ganglios negativos (HR 2.31, 95%
CI 1.83-2.92). También se encontrd relaciéon entre la
positividad a Ki-67/MIB-1 y menor sobrevida, indepen-
dientemente al estatus ganglionar.® No obstante, la falta
de estudios prospectivos impide llevar estos resultados a
la prictica clinica.

Aun cuando se ha demostrado en el tejido residual
post-QT una reduccion significativa en los niveles de apop-
tosis en clonas quimiorresistentes, el balance entre
apoptosis y proliferacion celular se mantiene sin variacio-
nes, cuestionando si la disminucién en ésta es el resultado
de una sub-regulacion proliferativa por una via molecular
inactiva, o bien, es resultado de células residuales menos
proliferantes e intrinsecamente menos sensibles a la QT.

Se ha detectado una mayor concentracién de pro-
teina Bcl-2 en la poblacién de células residuales, aunque
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se considera que Bel-2 podria ser el tnico factor rela-
cionado con la disminucién de la proliferacion celular,
gracias a sus propiedades reguladoras e inhibidoras de la
apoptosis.?*? Asimismo, un indice proliferativo elevado
en el tumor residual se asocia con menor SG, lo que se
refleja en los hallazgos de Vakkala y colaboradores,*® en
el que se aprecia que el aumento de la proliferacion ce-
lular y la disminucion del indice apoptdtico en tumores
de mama recurrentes predicen un peor prondstico. Aas
y colaboradores, determinaron la proliferacién celular
tumoral como factor predictivo en CMLA tratado con
doxorrubicina neoadyuvante a través de la frecuencia
mitética y los niveles de Ki-67.El andlisis univariado
mostrd una asociacion significativa entre la tasa de pro-
liferacion celular (frecuencia mitética alta) y resistencia
a la doxorrubicina (p = 0.001); sin embargo, esta rela-
cidn se limitd a un subgrupo de tumores que expresaron
una proteina p53silvestre (p = 0.016). El estado del gen
p53 mutado fue el Gnico factor predictivo de quimio-
rresistencia en el andlisis multivariado. Se concluye que
una frecuencia mitética alta y una elevada expresién de
la proteina Ki-67, se correlacionan con la mutacion del
gen p53 (p = 0.001 para ambos), lo cual es util como
predictor de la firmaco resistencia en los tumores ma-
marios, sin descartar que la proliferacion celular podria
jugar un papel adicional en los tumores que albergan un
gen p53 tipo silvestre.’’

> PERFILES DE EXPRESION GENICA EN EL CANCER DE
MAMA

Pese a que los predictores clinicos han demostrado utilidad,
no se ha determinado su aplicacién clinica concluyente.
Las mediciones gendémicas proporcionan informacion
para identificar patrones de actividad de los mismos y
subclasificarlos.®®

Huang y colaboradores,” observaron un patrén
agrupado de expresion de genes (metagenes) con ca-
pacidad para predecir metdstasis linfitica ganglionar y
recurrencia de la enfermedad de manera individual, con
una especificidad de alrededor de 90%. Estos metagenes
sugieren la participacién de maltiples procesos biologicos
en el cancer de mama que incluyen a los genes indu-
cidos por interferones, varias citocinas y sus receptores
(RANTES, CXCL10, CCR2), algunos genes interfe-
rén-inducidos (IFI30, IFI35, IFI27, IF144, IFIT1, IFIT4,
IFITM3) y genes efectores de interferén (2°-5"oligo A
sintetasa), ademds de genes codificadores de proteinas,
genes mediadores de la induccion de éstos (STAT1 y
IRF1), y genes involucrados en la funcién de células-T

(TCRA, CD3D, IL2R, MHC).
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> MARCADORES BIOMOLECULARES EN EL CANCER DE
MAMA

En la actualidad no se cuenta con factores moleculares
predictivos de respuesta o resistencia a la QT con uti-
lidad clinica. Los marcadores a analizar incluyen: el gen
MDR1 (gp170), la enzima topoisomerasa II, la fase-S
del ciclo celular, el gen HER-2/neu y el gen p53, entre
otros. De éstos, los mds relevantes parecen ser HER-2/
neu'y p53.

El HER-2/neu, localizado en el cromosoma 17q23,
codifica para una glucoproteina transmembranal de
185-kD y es uno de los cinco miembros de la familia

del receptor del factor de crecimiento epidérmico; se
sobreexpresa en 20% a 40% de los cinceres de mama,
y confiere un mal pronoéstico clinico (Figura 1). En es-
tudios retrospectivos, se ha demostrado que es un factor
predictivo de respuesta a QT, especificamente para an-
traciclinas (doxorrubicina).*

El papel clinico de HER-2/neu como factor predic-
tivo de sensibilidad, especificamente con antraciclinas, ha
sido analizado en diversos ensayos, con resultados poco
uniformes. Dos meta-anilisis sugirieron un mayor be-
neficio del tratamiento con antraciclinas en mujeres con
tumores con sobreexpresion del HER-2/neu.*'* En con-
traste, en el ensayo clinico fase IIl BR9601, que compara

Figura 1.

Andlisis de expresion del biomarcador HER-2/neu en biopsias de cancer de mama. (). Biopsia negativa para el biomarcador HER-2/neu, (b). Biopsia positiva para el biomarcador
HER-2/neu con un puntaje de (+); (€). Micrografia de un control negativo para la muestra de estudio del panel (b). En el panel (d) micrografia con un resultado de (+++) para el

biomarcador HER-2/neu en una hiopsia de cancer de mama

GAMO Vol. 10 Num. 4, julio — agosto 2011
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CMF vs.Epirrubicina seguido de CMF, se evidencid un
mayor beneficio en sobrevida libre de progresion (SLP)
y SG en pacientes con tumores que tenian una expresion
normal de HER-1, HER-2 y HER-3. No se observo
beneficio en administrar antraciclinas a pacientes con tu-
mor que sobreexpresaba HER-2/neu. +

La TOPO2A es el blanco de las antraciclinas y se
ha sugerido que sus alteraciones estin asociadas a qui-
miosensibilidad.** Se conoce que este gen se encuentra
adyacente a HER-2/neu en el cromosoma 17q12-21.
El estudio TOP, es el primer ensayo prospectivo que
ha intentado establecer si el gen de TOPO2A (y no la
proteina) predice la sensibilidad a antraciclinas. Cien-
to cuarenta y nueve pacientes recibieron epirrubicina
neoadyuvante seguida de docetaxel adyuvante e irra-
diacién. Se obtuvo una respuesta completa patologica
(RCp) en 14.5% de las pacientes. La amplificacién
del gen TOPO2A (11% de los casos) sdlo se obser-
vé en quienes presentaron amplificaciéon de HER-2/
neu (33%). Hubo correlacion estadisticamente signi-
ficativa entre la amplificacién del gen TOPO2A vy la
RCp (p = 0.0002); sin embargo, ni la sobreexpresiéon
de la proteina TOPO2A determinada por IHQ, ni la
determinacién del mRNA, ni la polisomia del cro-
mosoma 17, mostraron correlacion con la respuesta a
epirrubicina.*

Otro estudio con antraciclinas neoadyuvante, con-
tradice al anterior y menciona que la expresion de la
proteina TOPO2A medido por IHQ, previo a la quimio-
terapia, tanto en al andlisis multivariado como univariado,
presenta correlacion con la RCp (p = 0.021).%

En cuanto a los taxanos, en un estudio preliminar
con paclitaxel mds radioterapia neoadyuvante (RTN) se
observo que la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu
identificada por IHQ se asocié con una mejor respuesta
clinica, comparada con tumores HER-2/neu negativos;*
no obstante, en otro ensayo de paclitaxel mis RTN en
enfermedad locorregionalmente avanzada, los tumores
HER-2/neu negativos mostraron una mayor tasa de res-
puesta.*” Hasta el momento, diversos estudios aleatorios
sugieren que la sobreexpresion de HER-2/neu (detectado
por IHQ) se asocia a una baja probabilidad de beneficio
con un esquema adyuvante de ciclofosfamida, metotrexa-
te y 5-fluorouracilo (CMF), comparado con tumores que
no expresan la proteina en pacientes con cincer de mama
en etapa temprana.*’

Por otra parte, el gen p53 ha surgido como un posi-
ble factor prondstico y predictivo en el cincer de mama,
aunque su valor atin no est bien establecido, se ha obser-
vado que su asociacion con HER-2/neu podria tener un
mayor valor predictivo que utilizindolo solo.”!

Maldonado-Martinez H, et al.

En un estudio realizado por Yamashita y colabora-
dores, la asociacidn de la sobreexpresion de HER-2/neu
y la presencia del gen p53 en 506 muestras con carcinoma
ductal infiltrante, fue un marcador molecular prondstico.
En el anilisis multivariado, las pacientes con presencia
de ambos genes presentaron recaida y fallecieron dentro de
un periodo postquirdrgico significativamente corto (p =
0.0001 y p <0.0001, respectivamente), con una disminu-
cibén considerable en la SVG (p = 0.04).5

De acuerdo a las caracteristicas moleculares y bio-
quimicas tumorales en pacientes con carcinoma de mama
inflamatorio, se estd intentando establecer el tratamiento
optimo mediante el desarrollo de nuevos blancos tera-
péuticos, aunque éstos no han sido validados para su uso
en la practica clinica (Tabla 1).%

Diversos estudios sobre factores biologicos en cin-
cer locorregionalmente avanzado o inflamatorio han
analizado marcadores que incluyen: RE, RPg, MIB-1,
HER-2/neu, p53 y ciclina D1 (todos por IHQ), tratando
de determinar su valor prondstico y predictivo mediante
la respuesta clinica a cinco anos. En el estudio de Bonnefoi
y colaboradores™ evidenciaron que la presencia de p53 se
asoci6 con menor SLP y SG. Sin embargo, el RPg fue un
predictor de mayor SG, sin correlacionarse de forma sig-
nificativa con el grado de expresion del receptor hormonal
(RH), MIB-1, HER-2/neu o p53, y con una respuesta cli-
nica completa. En este estudio se concluyd que p53 fue un
factor predictivo para la sobrevida y el analisis univariado
demostrd que la ciclina D1 negativa se asoci6 con una baja
tasa de respuesta clinica completa (p = 0.051).

> GEN SUPRESOR DE TUMOR P53 Y CANCER DE MAMA

Elanticuerpo especifico de p53 (Ac-p53) fue descrito por
primera vez en 1982;% actualmente se encuentran dispo-
nibles diversos sistemas de pruebas comerciales para su
deteccion. La téenica utilizada inicialmente fue mediante
inmunoprecipitacion, desplazada posteriormente por in-
munoblot y ELISA.

El gen p53 se localiza en el cromosoma 17, codifi-
ca para una fosfoproteina nuclear de 53 kD y juega un
importante papel en la regulacion del ciclo celular y la
apoptosis como respuesta al dafio del DNA. Su inac-
tivacioén representa un paso critico en el desarrollo de
neoplasias, debido a su funcién determinante en malti-
ples vias celulares como: el control del ciclo celular en
el punto de restricciéon G1/S, la reparacion del DNA, la
apoptosis y la neoangiogénesis, indispensables para man-
tener la integridad del genoma.*

El dano al DNA causado por QT conduce a un in-
cremento del nivel del gen supresor tumoral p53, que
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Tabla 1.

Biomarcadores en cancer de mama.

Estado Biomarcador Analisis Papel bioldgico Principal aplicacion
Establecido ER-alfa Proteina Respuesta a estrogenos Sensibilidad enddcrina
PgR Proteina Respuesta a progesterona Sensibilidad enddcrina
Prometedor Her-2/neu Proteina Factor de crecimiento Prondstico / Quimioterapia
Amplificacion génica Prondstico / Quimioterapia
EGFr Proteina Receptor de factor de crecimiento Sensibilidad endécrina
p53 Mutacion Integridad del DNA Respuesta a quimioterapia
Bcl-2 Proteina Regulacion de la apoptosis Respuesta enddcrina
Ki-67 Proteina Proliferacion celular Prondstico / Quimioterapia
Fase-S DNA Proliferacion Prondstico / Quimioterapia
UPA/PAI-1 Proteina Degradacion de la matriz celular Prondstico

ER-alfa, receptor de estrégenos alfa; PgR, receptor de progesterona; EGFr, receptor del factor de crecimiento epidérmico, uPA, activador de plasmindgeno tipo uroquinasa; PAI-1, inhibidlor del

activador de plasmindgeno tipo |.

detiene el ciclo celular en G1 y apoptosis, mediante lo
cual, los agentes antineopldsicos logran su efecto citotoxi-
co; por esta razén, TP53 se ha propuesto como un factor
determinante de sensibilidad en las células neoplasicas.”

> LA MUTACION DEL GEN P53 COMO FACTOR PREDIC-
TIVO DE RESPUESTA A LA QTN CON ANTRACICLINAS

El gen p53 es inactivado por una mutacién pun-
tual en aproximadamente 50% de todos los cinceres
humanos.*®Su mutaciéon somatica (TP53) se¢ encuentra
en 20% a 40% de los canceres de mama. Anelli y colabo-
radores®” %y otros grupos, la senalaron como la alteracion
genética Unica més frecuente y se asocia a mal prondstico.

La mutacién de p53 en el tejido tumoral se presenta
con mayor frecuencia en tumores primarios volumino-
sos, de alto grado, con ganglios positivos yRPg negativos;
clinicamente, las pacientes presentan una menor SLE
y SG.0"% Esto sugiere que la mutacion de p53 puede
ser un factor prondstico independiente y predictivo de
resistencia a antraciclinas. Sin embargo, Bertheau y co-
laboradores,* analizaron pacientes con CMLA (IIB,
IIIA, y IIB) tratadas con dosis altas de ciclofosfamida
miés epirrubicina como primera linea de tratamiento
y no observo correlacion entre el estado de TP53 (por
IHQ) pre-tratamiento y la respuesta clinica, pero si una
asociacién importante con el estado inicial de TP53 y la
respuesta histolégica del tumor (p <0.0001).

Por otra parte, estudios in vitro e in vivo han demos-
trado que tumores con p53 tipo silvestre responden
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mejor con antraciclinas que aquéllos con mutacién del
mismo.

Geisler Sy colaboradores observaron la relacion en-
tre las mutaciones del TP53 que afectan el enlace L2/L3
(dominio obligatorio del DNA de la proteina p53) con
la respuesta a las antraciclinas en pacientes con CMLA."?
Los tumores con TP53 tipo silvestre fueron resistentes a
la terapia, mientras aquéllos que presentaban mutacion
de TP53 en el dominio L2/L3 fueron quimio-sensibles.
Para explicar esto, surgieron tres posibilidades: 1). La
mutacion del gen TP53 no fue la causa de la resistencia,
sino una covariante de otros factores; 2). Las mutaciones
pudieron ser la causa de resistencia en los pacientes anali-
zados, pero no en otros y 3). La resistencia pudo ser debido
a la inhibicion de una cascada particular que involucra ge-
nes adyacentes a p53, pero que TP53 también interactia
con una via que puede compensar la pérdida de la funcion.

Estas hipotesis explican la razén por la cual la mu-
tacion de TP53 se encuentra tanto en pacientes que
responden al tratamiento como en los que no.

En contraste, Rahko y colaboradores® sugieren que el
p53 mutado es un factor prondstico independiente en
pacientes con cancer de mama asi como predictor de
quimiorresistencia a antraciclinas y su co-expresion con
HER-2/neu impacta negativamente en la SG. Asimismo,
la actualizacién del estudio de Aas, también sugiere que la
mutacion especifica de TP53 confiere resistencia a las
antraciclinas. Por el contrario, el efecto citotoxico de los
taxanos no tiene relacién con la mutacién de p53, debido
a que su mecanismo de accidén es independiente.
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Como se ha discutido, establecer un factor predicti-
vo asociado a la causa de quimiorresistencia es complejo,
ya que existe la posibilidad de que el factor predictivo
sea una covariante de la causa de resistencia. Sin embar-
go, si una alteracion bioldgica en particular es causa de
quimio-resistencia, la restauracién de esta funcion podria
revertirla.

> NUEVAS TECNOLOGIAS PARA LA BUSQUEDA DE MAR-
CADORES MOLECULARES EN EL CANCER: APLICACION
CLINICA DE LOS MICROARREGLOS DE CDNA

Los microarreglos de DNA representan una herramienta
nueva para el estudio de los perfiles de expresion géni-
ca en tumores humanos. La tecnologia de microarreglos
permite investigar y determinar la expresion de miles de
RINA mensajeros simultineamente a partir de un es-
pécimen biologico. La densidad de genes actualmente
disponibles en un microarreglo, abarca un rango de cien-
tos a mds de 30 000 secuencias tnicas.®

Esta herramienta ha puesto de manifiesto la existen-
cia de varios subtipos moleculares de cancer de mama,
con sensibilidades terapéuticas y evoluciones clinicas di-

ferentes (Tabla 2).

> MoDELO DE 70 GENES (MAMMAPRINT O FIRMA DE
AMSTERDAM)

Se trata de la identificacion de una huella genética pro-
noéstica de 70 genes a partir del tejido congelado de 70
pacientes menores de 55 afios las cuales no habian reci-
bido tratamiento adyuvante y por lo tanto, reflejaban la
evolucion natural de la enfermedad.”” Fue validado en
una cohorte de 295 carcinomas de mama en estadios [
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o IL,% aunque recientemente se ha evaluado el papel de
Mammaprint en pacientes con axila positiva. Esta platafor-
ma comienza a dar evidencia de la capacidad predictiva de
respuesta a la QT. En un meta-anilisis (n = 1637) se di-
vidieron los pacientes en: bajo riesgo génico (47%) y alto
riesgo génico (53%). Los pacientes de alto riesgo génico
se beneficiaban de la QT, mientras que los pacientes de
bajo riesgo génico parecian no hacerlo.®"!

> MODELO DE 76 GENES (AFFYMETRIX O FIRMA DE
ROTTERDAM)

Consiste en 76 genes con valor prondstico, 60 para pa-
cientes con RE positivo y 16 para pacientes con RE
negativo. Esta firma se valid6 en un grupo de 286 pacien-
tes con axila negativa sin haber recibido QT adyuvante.
El modelo tuvo sensibilidad de 93% vy especificidad de

48% para predecir metdstasis a 10 afios.”
> MODELO DE EXPRESION DE DOS GENES

Razén HOXB13/IL17BR. El grupo de Massachusetts
elaboré un modelo de expresion génica en mujeres con
cancer de mama RE positivas tratadas con tamoxifeno.
La razén de expresion de dos genes, compuestos por el
gen homebox (HOXB13) y el receptor IL17BR de la in-
terleuquina-17b (modelo HOXB13/IL17BR) fue la base
para predecir la SLP.” Este modelo ha sido validado por
tres estudios retrospectivos.

> MobELo bE 21 GeNEs (Oncorype DX)

Se realiza en tejido tumoral fijado en formol o inclui-
do en parafina. El fest analiza la expresion, mediante la

Tabla 2.
Perfiles de expresion génica en cancer de mama, actualmente validados.
Nombre Tecnologia usada LU Va'lor. Va_lm: Estudio de validacion
de genes prondstico predictivo
Mammaprint cDNA 70 Si En estudio van de Vijver. N Engl J
(tejido fresco-congelado) Med2002;347:1999-2009.
Firma de Rotterdam cDNA 76 Si Si Foekens JA.J Clin
(tejido fresco- congelado) 0ncol2006;24:1665—1671.
OncotypeDx RT-PCR 21 Si Si Paik S. N Engl J Med
(tejido fijado) 2004;351:2817.
Firma HOXB13:IL17BR cDNA 2 Si Si Goetz MP. Clin Cancer Res
(tejido congelado) 2006;12:2080—2087.
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reaccidén en cadena de la polimerasa, de 21 genes implica-
dos en la via de los receptores hormonales, HER-2/neu,
proliferaciéon e invasion (16 genes relacionados al cincer
y cinco genes de referencia). El resultado es por medio
de una puntuacién, en escala continua, denominada RS
(recurrence score, por sus siglas en inglés, o indice de recu-
rrencia),” que ha permitido un algoritmo predictivo de
riesgo basado en tres grados prondsticos: alto (>3000),
intermedio (>18% y <30%) y bajo (<18%), los cuales
permiten estimar tanto el valor prondstico, en el riesgo
de recurrencia, validado por el ensayo clinico NSABP
B-14, como el valor predictivo en el beneficio de la
QT, validado por el ensayo NSABP-B20.76

El estudio SWOG S8814, ensayo fase III en muje-
res postmenopausicas con cancer de mama RE positivo y
axila positiva, demostrd que seis ciclos de FAC (5-fluo-
rouracilo, adriamicina, ciclofosfamida) mejoraba la SG y
SLP vs. tamoxifeno solo. Se obtuvo muestra tumoral para
realizar Oncotype DX en un subgrupo de 367 pacien-
tes. EL RS fue riesgo bajo en 4090, riesgo intermedio en
28% vy riesgo alto en 32%. Las mujeres con RS de riesgo
alto se beneficiaron mis de la QT, mientras que las pa-
cientes con riesgo bajo no obtuvieron ningun beneficio
adicional.”’Este tipo de perfiles génicos han sido utiliza-
dos para predecir el beneficio de la QTN o adyuvante,
con resultados hasta ahora muy prometedores, pero con
limitaciones de muestra y poder predictivo, aunque se
precisan validaciones prospectivas antes de integrarlas en
la practica clinica. Se estin realizando dos ensayos grandes
de validacién de estas plataformas; el ensayo MINDACT
(Microarray May Avoid Chemo Therapy) donde se evalda el
riesgo en 600 pacientes con axila negativa, utilizando
el modelo de 70 genes (Mammaprint), en el cual, si el ries-
go es bajo no se administra QT.”® El ensayo TAILORx
estd evaluando la plataforma de 21 genes (Oncotype
DX). Las pacientes con cincer de mama y axila negativa
se asignan a tres brazos segin el RS. Las pacientes con
RS bajo recibirdn hormonoterapia sin QT, las pacientes
con riesgo intermedio se aleatorizardn a hormonoterapia
0 QT, seguido de tratamiento hormonal, y las de alto RS
recibirin QT seguido de tratamiento hormonal.”

En los proximos anos estard disponible informacion
sobre el alcance clinico de estas herramientas moleculares,
contribuyendo a complementar el algoritmo terapéutico
individualizado.

Entre las aplicaciones clinicas actuales de los mi-
croarreglos se encuentran: como pruebas de tamizaje
para identificar moléculas individuales potencialmente
relevantes como blancos terapéuticos, marcadores pre-
dictivos y prondsticos; como herramienta para el andlisis
del complejo comportamiento celular de las neoplasias
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(estudio del perfil transcripcidén al genético bajo condi-
ciones experimentales o durante la QT, identificacién de
vias moleculares involucradas en la patogénesis del cin-
cer); como instrumento para clasificar las neoplasias en
base a la descripcion de nuevas clases de moléculas o neo-
plasias histologicamente similares o a la identificacion de
resultados clinicos importantes, como la SVG o las tasas
de respuesta al tratamiento.

En este contexto, actualmente puede ser posible lo
enunciado por Karen Vousden (Instituto Nacional del
Cincer de Estados Unidos): ‘Si pudiéramos marcar como mi-
nimo algunas de las proteinas mutantes que se comportan como
p53 tipo silvestre, podria ser posible la restauracion normal del
control del crecimiento en tumores que expresan un p53 mutado’.

Lo anterior retribuirfa en mejores resultados con re-
gimenes preestablecidos de quimioterapia.

> CONCLUSIONES

El papel del gen p53 como marcador de respuesta es
controversial.®” Se ha tratado de establecer una relacién
significativa entre sobreexpresion del gen p53 o mutacio-
nes del mismo, por medio de: 1). La respuesta a la terapia
convencional y 2). Los regimenes de QT basada en antra-
ciclinas vs. QT sin antraciclinas.

Si bien, algunos estudios indican que las alteraciones
del gen p53 son factores predictivos de quimio-resisten-
clia, otros trabajos sugieren que podria considerarse como
un factor predictivo de quimio-sensibilidad. La contro-
versia en cuanto a su potencial papel predictor, segiin su
estado estructural o su patrén de expresion, ain es ma-
teria de estudio en las neoplasias humanas®!. Un factor
importante que influye en esta disyuntiva, es que aun
cuando se ha avanzado en el desarrollo de sistemas de de-
teccidon comerciales, los resultados pueden variar de
acuerdo a la técnica utilizada.

A partir de esta consideracion, estudios como el
publicado por Volkmann y colaboradores,* en el que se
analizaron 165 biopsias de neoplasias mediante un anti-
cuerpo anti-p53, utilizando diferentes técnicas para su
deteccion que incluyeron: ELISA, inmunoblot e inmu-
nofluorescencia (Huh7) para su confirmaciéon, ademas de
inmunohistoquimica para determinar la expresion in situ
del gen en el tejido tumoral. Los resultados del estudio
mostraron que la tasa global de deteccidn de la proteina
p53 fue de11%, valor muy bajo segtn lo senalado en la
bibliografia. Asimismo, las determinaciones por inmuno-
precipitacidon (9%), inmunofluorescencia (5%) y ELISA
(12%) fueron menores. Lo anterior permite concluir que
existe un nivel bajo de expresion de la proteina p53 en
pacientes con carcinoma de mama. Por otra parte, otros
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estudios que utilizaron distintos métodos moleculares de
diagnéstico, establecieron que el estado del gen p53 es un
marcador independiente y de mal prondstico en el cincer
de mama, a pesar de los resultados obtenidos por IHQ
que han mostrado ser controversiales.

Se puede inferir que la sobreexpresion de la proteina
p53 detectada por IHQ se correlaciona de manera directa
con mutaciones del gen p53. La falta de sensibilidad y
especificidad en los métodos empleados en la deteccién
de la proteina p53, explica los resultados contradictorios
en los intentos de establecerlo como un marcador pro-
ndstico o predictivo en cancer de mama. Otro aspecto
a considerar es que una gran cantidad de estudios de
quimio-resistencia se realizan de manera retrospectiva y
una limitante para estos estudios es que las muestras dis-
ponibles utilizadas son biopsias incluidas en bloques de
parafina. Aun cuando estas preparaciones son utiles para
realizar estudios de inmunodeteccidn y analisis de DNA,
no tienen utilidad para el estudio de las nuevas técnicas
gendmicas ni para el estudio de microarreglos, para los
cuales necesariamente se requiere de la obtencion de un-
RINA mensajero de buena cantidad y calidad.

Entre los estudios gendmicos, la purificacién y ca-
racterizacién de proteinas serd util para el estudio de los
perfiles de expresion proteica en el ciancer (proteémica),
y la limitante serd, nuevamente, la calidad del material
biolégico de estudio.

Considerando que en una neoplasia se expre-
san multiples genes, la simple inmunodeteccién
resulta una técnica limitada para el andlisis molecular
masivo y nos obliga a utilizar técnicas que permiten
el estudio de un mayor nimero de genes simultinea-
mente, para lo que requieren de la extraccion de RINA
mensajero de calidad.® Lo anterior evidencia las difi-
cultades metodologicas en los estudios retrospectivos
para determinar un papel predictivo del gen p53 en las
neoplasias humanas.

Es imperativo continuar con investigaciéon de nuevos
blancos moleculares que puedan contribuir a establecer
mejores estrategias terapéuticas (convencional, altas do-
sis 0 experimental), y aportar un mejor conocimiento de
los genes relacionados con el crecimiento y la metistasis
tumoral para identificar con mayor precision a pacientes
de alto riesgo.

Por udltimo, si bien estudios de DNA y cDNA han
determinado que mutaciones del gen p53 predicen la
resistencia a diferentes regimenes de QT en el tratamien-
to del cincer de mama,® mads de 15 estudios no lo han
demostrado. Cabe mencionar que la evaluacion del esta-
do del gen en estos estudios fue realizada por IHQ y en
biopsias tumorales incluidas en parafina.

Maldonado-Martinez H, et al.

La posible explicacién para la discrepancia entre la
expresion de la proteina p53 y la resistencia a QT, es que
las mutaciones del gen p53 asociadas con la quimio-re-
sistencia no pueden ser detectadas por IHQ cuando se
utiliza un anticuerpo anti-p53 convencional y de origen
policlonal (como comercialmente se encuentran disponi-
bles) y el uso de anticuerpos monoclonales para regiones
peptidicas especificas de la proteina p53 implicaria el uso
de un set de anticuerpos muy extenso para detectar de
manera simultdnea todas las posibles mutaciones inhibi-
doras de la funcién de la proteina p53.

El futuro inminente es analizar el papel prondstico
y predictivo de multiples genes a través de modelos que
determinen perfiles de expresion génica de los genes de
funciones celulares, vias bioquimicas, proliferacion celu-
lar y mecanismos de regulacion del cancer de mama.®
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