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RESUMEN

El cancer de mama sigue siendo una de las principales
causas de muerte en la mujer. Uno de los tratamientos que se utiliza
en la actualidad para combatir esta enfermedad es la quimioterapia.
Lamentablemente en muchos casos esta terapia fracasa porque las
células tumorales desarrollan multiples mecanismos de resistencia a
las drogas antitumorales. Existen diversos genes/proteinas que
cuando se expresan anormalmente en los tumores impiden que las
drogas antitumorales cumplan su funcion. Entre las proteinas
relacionadas con resistencia a drogas antineoplésicas figuran la
proteina P170, la proteina HER-2/neu y las proteinas de golpe de
calor. Nuestro grupo de trabajo estudia diversas moléculas que se
expresan en los tumores de mama y que podrian predecir la
sensibilidad/resistencia a la quimioterapia. El objetivo es poder
orientar a los oncologos en la seleccion de las terapias mas
efectivas para cada paciente.

ABSTRACT

Breast cancer is one of the principal causes of death in
women. Chemotherapy is one of the effective treatments used in
breast cancer patients. However, in several cases chemotherapy
fails because tumor cells may develop several mechanisms of
antitumor drug resistance. There are different genes/proteins that,
when abnormally expressed in the tumors, prevent the function of
the antitumor drugs. Among the proteins related with chemotherapy
resistance is the proteins P170, HER-2/neu, and heat shock. Our
research group is studying molecules expressed in breast tumors
that can be associated with sensitivity/resistance to chemotherapy.
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The objective is to help oncologists in the selection of the more
effective chemotherapies to individual breast cancer patients.

El cancer de mama es una de las principaes causas de muerte en la
mujer, especiamente en los paises indudridizados. El tratamiento que se debe
redizar depende fundamentamente dd estadio de la enfermedad (tamafio del
tumor, compromiso de ganglios linféticos, metéstass, eic.) en d momento en
que s rediza d diagnéstico. Es importante destacar que cuanto antes se
diagnogtique @ tumor, existen més probabilidades de que pueda ser curado,
de dli la importancia de redizar controles periddicos (autoexamen,
mamografia, etc.) para detectar esta enfermedad de marera precoz.

Uno de los tratlamientos que actudmente se utiliza es la quimioterapia,
que condste generdmente en la adminidracion de varias drogas por via
ggémica (a través de la sangre) con la findidad de matar a las cdulas que s
edan dividiendo con mas rapidez (entre las que se encuentran las cdulas
tumorales). Cuando € céncer de mama esta locamente avanzado (6 tumor
supera los 3 cm) se suele hacer quimioterapia necadyuvante, es decir que se
adminigran las drogas antes de redizar la cirugia, para disminuir @ tamafio
de tumor y lograr luego una meor reseccion quirdrgica, edte tratamiento
ataca también las cdulas tumordes que podrian estar escondidas en otros
lugares (micro-metastass).

En la actudidad se ha avanzado en € disefio de nuevas drogas y en los
exquemas de tratamiento (combinacion de drogas, doss, intervaos de
adminigtracion, etc)). Lamentablemente la quimioterapia en muchos casos
fracasa porque € tumor presenta mecanismos de resistencia a las droges
adminidradas (ressencia innata), o los desarolla una vez iniciado d
tratamiento (resisencia adquirida; Lehnert, 1996). Los mecanismos de
ressencia pueden s extra o intracdulares, dentro de los mecanismos
extracdulares  podemos mencionar la irrigacion tumord  insuficiente  que
impide que la droga acceda a la cdula tumora en una concentracion adecuada
para tener efecto. En cuanto a los mecanismos intracdulares, que son
multiples, los podemos clasficar con fines didécticos en seis grupos que se
detdlanenlaTablal.
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Tabla 1. Mecanismos molecularesderesistencia.

| Menor acumulacion intracelular de las droges.

[ Aumento de la inactivacion de la droga o de
intermediarios toxicos

[l Alteracion de las moléculas blanco (target) de las
drogas.

IV Reparacion del DNA target dafiado por las drogas

V Alteacion en los mecanismos que llevan a la
apoptosis.

VI Presencia de genes / moléculas cuyos mecanismos
de accion alin - son desconocidos.

La molécula mas estudiada hagta la fecha es la proteina P170 llamada
asi porque su peso molecular es de 170 kDa. Esta proteina, que se ubica en la
membrana celular, actlla como una bomba que expulsa sustancias nocivas
dede d interior de las culas hacia d exterior, participando de esta manera
en procesos de destoxificacion. Forma parte entonces del mecanismo | (menor
acumulacion intracelular de las drogas) de la Tabla 1. La P170 se expresa en
condiciones normaes en la membrana plasmatica de las células de numerosos
organos, sendo muy abundante en d rifion, d higado y € intestino grueso; en
cambio su expreson es bga en la glandula mamaria norma. La P170 puede
expresarse en dtos niveles en tumores de mama y de esta manera conferir
ressencia a numerosas drogas antineoplasicas porque es capaz de expulsarlas
de las cdulas tumordes impidiendo que actlen y eéiminen a dichas cdulas.
Hay numerosos trabgos publicados sobre la expresion de la P170 en cancer de
mama y sobre su efecto en la respuesta a la quimioterapia, pero todavia hay
controversias con respecto a su utilidad clinica (Trock et al., 1997).

Otra molécula que puede estar expresada en las células tumoraes
mamarias y que s ha reacionado con senshilidadiresstencia a drogas
antineoplasicas es la proteina c-erbB-2, también conocida como HER-2/neu.
En la Tabla 1 corresponde a grupo VI. Esta proteina no se encuentra en
gldndula mamaria norma y cuando agparece en un cancer de mama e
relaciona con un comportamiento tumoral Mmés agresvo que e reflgard en
mayor probabilidad de aparicion de metdstass y en una sobrevida menor de la
mujer. Esta proteina se locdiza en la membrana cdular y forma parte de una
familia de receptores de factores de crecimiento cuyo miembro mas conocido
es @ Receptor dd Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR: Epiderma
Growth Factor Receptor). Por su ubicacion en la membrana cdular y por
expresarse exclusvamente en cdulas tumordes es un excdente blanco de
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nuevas terapias, aunque todavia no se conoce exactamente cud es su
mecanismo de accion. Actudmente, uno de los tratamientos més nuevos en
cancer de mama es la adminisracion por via Sstémica de un anticuerpo
monoclona contra la proteina c-erbB-2 llamado Herceptin (Trastuzumaba ),
ede tratlamiento solamente se puede redizar en mujeres cuyo tumor
sobreexpresala proteina c-erbB-2 (Cobleigh et ., 1999).

Figura 1. Microfotografia (en el microscopio 6ptico) de un cancer de mama humano donde se
observa a través de una técnica especial (inmunohistoquimica) la proteina cerbB-2 (color
marrén) en lamembrana plasmética de las células tunorales.

En nuestro grupo de trabgo nos interesa identificar qué moléculas son
capaces de predecir la respuesta a la quimioterapia. Por eso, hemos estudiado
la expreson de diversas proteinas para ssber S estén relacionadas con
resstencia a drogas en pacientes con cancer de mama locamente avanzado
(Vargas-Roig e d., 1999). En € trabgo que redizamos, todas las pacientes
que ingresaron en este estudio recibieron @ mismo esquema de quimioterapia
(600 mg/m2 de 5-FHuorouracilo, 60 mg/m2 de doxorrubicina 0 epirrubicina y
600 mg/m2 de ciclofosfamida). Andizamos la expresidn de diversas proteinas
antes (en la biopsa diagndgtica) y después de la quimiotergpia (en la pieza
quirirgica) a través de la técnica de inmunohistoquimica. La técnica de
inmunchigoquimica se basa en la union de un anticuerpo a su proteina
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especifica (antigeno) y se utiliza para identificar proteinas en un tgido. Se
redizan cortes muy finos del tgido que se va a estudiar (5 a 6 mm de espesor)
y Se agrega € anticuerpo contra la proteina que se desea evauar. Hay varias
formas de visudizae con d microscopio Optico esta union  antigeno-
anticuerpo. La que nosotros hemos utilizado se basa en d agregado en forma
secuencid de segundos anticuerpos marcados con moléculas que permiten ver
la reaccion por medio de un cromdgeno, que confiere un color marrén en las
células que poseen la proteina que estamos estudiando.

Observamos que & 50% de las pacientes que desarrollaron metastasis
expressban la proteina c-erbB-2 mientras que solamente € 7% de las
pacientes que estaban libres de enfermedad (hasta @ momento de terminar €
trabgjo) sobreexpresaban esta proteina. Estos resultados nos sugieren que la
presencia de edta proteina estd indicando resigtencia a tratamiento que se
adminigro.

También hemos estudiado la expresidon de proteinas de golpe de caor
(Hsps Heat shock proteins) como marcadores de respuesta a la quimioterapia
en pacientes con cancer de mama (Ciocca et d., 1997). Estas proteinas se
encuentran en todos los organismos vivos y se Sntetizan en respuesta a
diversos tipos de edrés cdular (por gemplo: golpe de cdor, hipoxia,
adminidracion de drogas, etc.). Forman una gran familia y se las nombra y
clasifica de acuerdo a su peso molecular (por gemplo Hsp27, porque tiene un
peso molecular de 27 kDa). Algunas de las proteinas de golpe de calor se
expressn  en nuedras cdulas en condiciones fisologicas, es  decir
normamente, y se las denomina en este caso proteinas conditutivas (Hsc:
Heat shock conditutive). Cumplen papeles muy importantes acompafiando a
otras cdulas en procesos esenciaes para la cdula como son la sintesis y la
degradacion de proteinas (Welch et d., 1992). Nosotros hemos estudiado la
corrdlacion entre dgunas Hsps y la proliferacion cdular (Varges-Roig et 4.,
1997). Hay evidencias de que dgunas Hsps confieren ressencia a
determinadas drogas in vitro (es decir en cultivos cdulares). Nuestro grupo de
trabgjo estudid s la expresion de adgunas de estas Hps servia para predecir la
respuesta a la administracion de drogas en pacientes con cancer de mama
(Vargas-Roig et d., 1998).
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Figura 2. Esquema que muestra posibles situaciones que pueden existir en las células
tumorales. Cuando la célula no tiene Hsps o tiene muy poca cantidad es sensible al
tratamiento (administracion de drogas) y muere. En cambio cuando la célula tumoral antes de
iniciar el tratamiento o como consecuencia del tratamiento tiene mucha cantidad de Hsps no
muere por efecto de las drogas (resistenciainnatay resistencia adquirida respectivamente).

Las pacientes que ingresaron en nuestro estudio fueron tratadas con €
mismo esgquema de quimioterapia neoadyuvante en base a antraciclines.
Obsarvamos que la administiracion de las droges fue cgpaz de modificar la
expresdn de dgunas Hsps, luego de la quimiotergpia se observd un aumento
en la expresén nuclear de H$p27 y H9p70 y una disminucidon en la expreson
de Hsp70 y Hsc70. Al correlacionar la expresion de las Hps con la evolucion
de las pacientes, observamos que aquellas pacientes cuyos tumores
expressban devada Hsp70 nuclear, o €evada Hgp27 citoplasmédica
presentaron resgtencia d tratamiento que se evidencié con la gparicién de
metéstasis. También fue llamativo que la presencia de Hsp27 nuclear
corrdaciond con resgencia d tratamiento; cabe destacar que la Hsp27 se
locdiza en € citoplasma de las células. Todavia no = sabe a través de
cud (es) mecanismo(s) puede estar confiriendo resistencia alas droges.
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Figura 3. Tincion dela proteina Hsp27 através de la técnica de i nmunohistoquimica.
A) Prequimioterapia: antes de la administracion de las drogas se observala proteina (tefiida de
marrén) en €l citoplasma de las células tumorales; B) Postquimioterapia: después del
tratamiento se puede observar la proteinaen el nlcleo de las células (flechas).

Este tipo de estudios, donde se evala in vivo la expreson de
marcadores moleculares y se los correlaciona con la respuesta d  tratamiento,
deben continuar incorporando més pacientes. El identificar en los tumores
genes y/o proteinas que permitan predecir la sensbilidadresstencia a las
drogas le permitira @ médico disefiar para cada paciente d tratamiento més
adecuado y optimizar de esa manera los resultados.

Punteros de Interés

Céncer de mama: www.cancer.org/index.html

Apoptosis www.nih.gov/s gsaig/Aboutapo.html

P170: www.bi.umist.ac.uk/users/ford/lab/pgp.html

Herceptin: www.nasw.org/users/holtzal SHNA SCOHerceptin.htm

Metastas swww.bacl essefr/cours/fondamenta €/ C13- processus/Process-0.htm
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Glosario

Anticuerpo  monoclonal:  Inmunoglobulina (proteina  que paticipa en
mecanismos de defensa) producida por un clon (grupo de céulas que
producen € mismo anticuerpo y que se originaron a patir de la misma
céulameadre).

Antraciclinas: drogas pertenecientes d grupo de antibidticos antitumoraes
entre las que se encuentran ladoxorrubicinay la epirrubicina

Apoptosis. tipo de muerte con caracteristicas bioguimicas y morfologicas
epecificas que pueden sufrir las cdulas.

Golpe de calor: aumento de la temperatura Optima de crecimiento de las
cdulas durante un breve periodo. Esto origina la sintesis de un grupo
especifico de proteinas llamadas proteinas de golpe de calor.

Hipoxia: bagjo contenido o tension de oxigeno.

kDa (kilodaltons): mil veces la unidad de medida (Ddton) dd peso de una
proteina.

Membrana plasmética: membrana que rodea una cdula (= membrana
celular).

Metastasis. trandferencia de la enfermedad cancerosa de un érgano a otro no
conectados directamente entre Si.

Receptores: moléculas que tienen la cgpacidad de unir a una sustancia
especifica llamada ligando. En € caso dd HER-2/neu, alln no se conoce su
ligando especifico, se le llama entonces receptor huérfano, y se activa por
otros receptores cooperadores que si se unen con ligandos que son factores
de crecimiento
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