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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma cervical ocupa una posicién relevante como causa de mortalidad,
especialmente en paises menos desarrollados (Todd et al., 2004). Datos de la
Organizaciéon Mundial de Salud registraron en el afio de 2005 mas de 500.000 nuevos
casos de carcinoma cervical en todo el mundo, de los cuales el 90% ocurrieron en paises
en desarrollo. Segun la misma organizaciéon, en el afio de 2007 fallecieron cerca de
260.000 mujeres victimas de esa enfermedad. (O.M.S., 2007).

El principal motivo de la morbilidad-mortalidad por el carcinoma cervical en paises
en via de desarrollo, resulta de la inexistencia o ineficacia de programas para la deteccion
y tratamiento prematuro de las lesiones precursoras, de forma que las mayores tasas de
incidencia de esa patologia son observadas en Melanesia (Papua Nueva Guinea, Islas
Solomon, Fiji y Vanuatu en Oceania), Africa, América Central e América del Sur (Program
For Appropriate Technology In Health, 2000). En los paises desarrollados, donde existen
eficientes programas para la prevencion del carcinoma cervical, el cancer invasor es
relativamente raro, siendo las lesiones precursoras un desafio para la sanidad publica
(Bosch y De San José, 2003; Arbyn et al., 2009). La tasa estimada de incidencia del
carcinoma cervical, ajustada para edad, es de 11.3 por cada 100.000 mujeres, lo que
muestra un claro contraste con los paises emergentes, cuyas tasas se elevan a 18.7 por
cada 100.000 mujeres (Ferlay et al., 2001). Estas diferencias son observadas igualmente
si se analiza la incidencia de este tipo tumoral en diferentes paises europeos. Asi,
Finlandia y Malta registran los niveles mas bajos de incidencia (<5 casos por cada
100.000 habitantes); Espafia, Suecia, Reino Unido, Italia, Grecia, entre otros registran
niveles entre 5-10 casos por cada 100.000 habitantes; Dinamarca, Portugal y Alemania
posee niveles entre 10-15 casos por cada 100.000 habitantes; los paises de Europa del
Este, menos desarrollados econdémicamente, tales como Eslovenia, Republica Checa,
Bulgaria, Lituania, Polonia o Estonia tienen niveles entre 15-20 casos por cada 100.000
habitantes; y es Rumania el Unico pais europeo con tasas de incidencia superiores a los

20 casos por cada 100.000 habitantes (Arbyn et al., 2007). Estas diferencias en la



incidencia, incluso en la mortalidad, son debidas posiblemente a los deficientes

programas de deteccion precoz que hay en estos paises (Arbyn et al., 2009 ).

La tasa de incidencia del carcinoma cervical crece rapidamente a partir de los 25-
30 afios. En los paises mas desarrollados, se observa una incidencia de 23 por cada
100.000 mujeres mayores de 45 afos. Este dato contrasta con lo observado en paises no
desarrollados, cuyas tasas se elevan a 53/100.000 mujeres entre los 45 y 54 afos;
65/100.000 mujeres entre 55 y 64 anos y de aproximadamente 53/100.000 mujeres tras
los 65 anos de edad (Bosch y De San José, 2003).

Las tasas de incidencia y mortalidad por cancer cervical en Brasil en el afio 2000,
ajustadas para la edad, fueron de 31.2/100.000 mujeres y de 11.5/100.000 muijeres,
respectivamente (Ferlay et al., 2001). En el afio 2003 se estimé la incidencia de 16.480
nuevos casos de este tipo tumoral en mujeres brasilefias, con exitus por la enfermedad
en 4.110 mujeres. En ese mismo afo, el carcinoma cervical seria la tercera causa mas
frecuente de cancer entre las mujeres brasilefias, siendo apenas menor que las
neoplasias malignas de la piel y el cancer de mama, y se situaria como la cuarta causa
mas importante de muerte por cancer entre las mujeres, detras de los canceres de
mama, pulmén y colorrectales (Brasil, 2003). Las estimaciones para el afo 2005
compredian tasas de incidencia de 22.1/100.000 mujeres (Brasil, 2004). Para 2008 los
numeros la incidencia fueron de (19/100.000) mujeres (INCA, 2008). Por fin, para el afno
2010, se estima que el numero de nuevos casos de cancer de cérvix esperado en este
pais, sea de 18.430, con un riesgo estimado de 18 casos para cada cien mil mujeres
(INCA, 2010).

En la provincia de Las Palmas, la incidencia de este tumor esta por encima de la
media nacional. Asi, en el aino 2003, la incidencia del cancer de cérvix fue similar a la del
cancer de endometrio, con una prevalencia de 8/100.000 mujeres/afio (Lloret et al.,
2004). En Espanfa, los aumentos de la mortalidad observados para el cancer de cérvix
hasta principios de los afios 90 muestran una tendencia decreciente en los ultimos dos
décadas; siendo que en el cancer uterino se ha observado un descenso paulatino desde
el afio 1975, seguramente debido a los programas de cribado bien organizados y
establecidos, ademas de las mejoras en los diagnosticos y tratamientos (Llorca et al.,
2006; Domenech et al., 2009)



2. ETIOLOGIA

2.1. Potencial oncogénico del Virus del Papiloma Humano (HPV)

La infeccion por el HPV ocurre generalmente durante la actividad sexual, cuando
el virus penetra a través de los microtraumas causados en el epitelio genital,
particularmente a nivel de la zona de unién de los epitelios malpighiano y cilindrico,
conocido como unién escamo-columnar (JEC). Esta es la zona anatémica del cuello
uterino donde las células se muestran en mayor actividad de proliferacion. Este contacto
inicial permite la exposicion al virus de las células basales que, por estar en constante
proliferacion, colabora con la multiplicacion del genoma viral que hace uso del aparato

génico del huésped para su multiplicacion. (Gavillon et al., 2010).

El virus penetra en la célula a través de cualquier tipo de solucién de continuidad
de la piel o mucosas y, por medio de una serie de reacciones, estimula el crecimiento de
las células superficiales a partir de la replicacion de las células basales. El crecimiento se
hace por expansion clonal, pudiendo generar formaciones verrugosas en el epitelio.
(Burd, 2003; Pereyra y Parellada, 2003).

Una vez infectadas, las células epiteliales son transformadas por el HPV
pudiendo aparecer fendmenos de hiperplasia. A medida que los virus maduran y sus
particulas se agrupan, se produce una migracion hacia la superficie. En consecuencia,
se pueden encontrar virus completos en los estratos epiteliales superiores (Bibbo y
Longatto, 2001). La asociacion del HPV con las verrugas y las neoplasias genitales, ha
quedado demostrada por la presencia de ADN y ARN del virus, en un alto porcentaje de

los carcinomas epidermoides de cérvix, vagina y pene (Bibbo y Longatto, 2001).

La unién del virus a la célula basal ocurre por intermedio de la proteina L1,
presente en la capside viral y en el extremo carboxi-terminal del receptor celular. La
proteina ha sido aislada para los tipos virales 16-33 y con a-6-integrina para HPV 6.
(Giroglou et al., 2001; Evander et al., 1997, Bousarghin et al., 2003). Tras la unién, se

produce una internalizacion al citoplasma de la célula huésped. (Bousarghin et al., 2003).

Durante el ciclo viral, se puede definir una infeccién productiva y otra no
productiva. La primera, se trata de una infeccién en la que se amplifica la expresiéon de
los genes virales tempranos (a través de la region codificante (URR)), los cuales

permiten producir grandes cuantidades de copias del ADN viral. Esto ocurre cuando las



células basales en proliferacion migran a los estratos parabasal y espinoso. (Frattini et
al., 1994; Doorbar et al., 2000). En la infeccién no productiva, el genoma del virus se
encuentra en la forma episomal o extracromosomica. En eso caso, el material genético
del virus se encuentra localizado en los estratos basales, generando un bajo niumero de
copias (entre 30 y 50 copias) por célula infectada. (Ruesch et al., 1998; Holmgren et al.,
2005; Del Vecchio et al., 1992). Se ha sugerido que durante esta fase, el ADN viral
podria estar difusamente distribuido por las células basales en proliferacion y que la
generacion de un bajo numero de copias impediria que el material génico del HPV fuera

reconocido por los mecanismos de respuesta inmune (Ling Peh et al., 2002).

2.1.1. Proteinas que participan en lareplicacién de ADN viral

Se han identificado dos proteinas virales que son productos completos de
los genes E1 y E2. Las proteinas E1 son multiméricas con actividad ATPasa y
helicasa con capacidad para unirse a las llamadas “regiones de origen de
replicacién” (ORI) contenidas en sitios especificos del ADN viral, formando un
complejo de iniciacién con la proteina E2, ciclinas (especialmente la E), quinasas
dependientes de ciclinas (CDK) y a-DNA polimerasa. Este complejo se produce
en la regién p68, y participan ademas otras proteinas de la célula huésped
(Conger et al., 1999; Masterson et al., 1998; Ciang et al., 1992; Ustav et al.,
1991). El producto del gen E2 es una proteina dimérica activadora de la
transcripciéon que se une a la proteina E1, formando un complejo proteico.
Durante la formacion de este complejo, E2 es fosforilado por accion de kinasas,
generando mayor control transcripcional (Penrose et al., 2000). Ademas, se ha
observado que la proteina E2 puede inhibir al promotor P97 del HPV 16 y al
promotor P105 del HPV 18, que se localizan cerca de la regién TATAboX,
responsable de la transcripcion de las proteinas EG6/E7 y de esa forma,
reduciendo significativamente la sintesis de los productos de los genes E6 y E7
(Desaintes et al., 1997). Se ha observado ademas que la proteina E2 actua
directamente promoviendo la sintesis de la proteina p53, favoreciendo la
detencion del ciclo celular entre las fases G1 y la apoptosis (Webster et al.,
2000). La detencion del ciclo celular en G2 se produce a través de la unién de su
region intermediaria a ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas, asi como por el
bloqueo de E7 (Raj et al., 2004). La integracion viral ocurre debido a un clivaje
entre los genes E1/E2, con la consecuente interrupcion de lo control

transcripcional ejercido por el gene E2. (Villa et al., 1998; Kalantari et al., 2001).



Aproximadamente el 30% del contenido proteico celular esta constituido por la
expresion de las proteinas E1-E4 cuando las células estan infectadas por el virus
(Davy et al.,, 2002; Raj et al., 2004). Estas proteinas forman complejos
hexaméricos que, a través de su region N-terminal, se une a la red de
citoqueratina celular produciendo su desestabilizacion. También producen
cambios en el potencial de la membrana mitocondrial y otras alteraciones a nivel
celular (Wang et al., 2004). El resultado de todos estos procesos, lleva a la
desestructuracion celular por la inestabilidad del citoesqueleto, produciendo dafio

mitocondrial y del metabolismo energético (Raj et al., 2004).

La transformacién de las células infectadas como consecuencia de la
integracién del genoma viral en la célula huésped ocurre a nivel del estrato
espinoso. Este proceso conduce a una inhibicién del promotor P97 o P105,
responsables de mantener bloqueada la expresién de las proteinas E6 y E7, por
lo que en ultima instancia se genera la sintesis sin restriccion de estas proteinas
virales (Bosch et al., 2002).La proteina E6 esta compuesta de 150 aminoacidos y
su funcién es de primordial importancia para garantizar la multiplicacion de la
progenie viral (Hausen et al., 2000), formando un complejo con el gen P53 y la

enzima ubiquitina ligasa generando su degradacién (Nakahara et al., 2002).

El producto del gen p53 (localizado en el cromosoma 17), es la proteina
p53 que, en condiciones normales permite detener el ciclo celular en la fase G1
en el caso de que sea detectada alguna alteracidn perjudicial para la célula y, de
esa manera, impedir la proliferacién de células potencialmente dafinas para el
organismo. Esta funcion de p53 es mediada por el complejo p21cip1/WAF1 que
inhibe las CDKs y activa el mecanismo de induccion de la apoptosis mediada por
Bax. Por lo tanto, cuando la funcion protectora de p53 es alterada, en este caso
por la accion de la proteina viral E6 del HPV, la célula dafiada sigue viva y en
proliferacion, garantizando la multiplicacion intracelular del virus (Hausen et al.,
2000). Diversos trabajos demuestran una asociacion entre p53 mutado y diversas
enfermedades malignas (Lane DP, 1992/1993), asi como la mayor eficiencia en
la interaccién de las proteinas E6 y E7 de los HPV 16 y 18 relacionados con

cancer (Efeyan y Serrano, 2007).

La principal funcion de la proteina E7 del HPV de alto riesgo, es desregular
el ciclo celular de la célula infectada, principalmente por la induccion de la

transicién de la fase GO/S. Esta desregulacion se produce por la activaciéon de



diversos genes celulares mediados por E7 asi como por la interaccién de esa
proteina con las proteinas que regulan el ciclo celular (Kisseljov et al., 2000). Se
sabe que existe una interaccion entre la proteina E7 de los HPV de alto riesgo con
las proteinas de la familia retinoblastoma (pRB), lo que permite que E2F (una
familia de factores de transcripcion) cumpla su papel en la activacion constitutiva
de los factores transcripcionales, llevando a la progresion del ciclo celular (Zur et
al., 2000). Por lo tanto, la unién de E7 con pRb permite la expresion de genes
como c-myc, a-DNA-polimerasa, PCNA, Ki-67, proteina de manutencion de
minicromosomas (MCM), p16, ciclina A y E, incluso la inactivacion de p21 y p27
(Zur et al., 2000; Middleton et al., 2003).

Otra importante proteina producida por el genoma viral es la E5. Se frata
de una proteina hidrofoébica que puede expresarse tanto en la membrana celular
como en el aparato de Golgi o el reticulo endoplamatico (Conrad et al., 1993).
Poco se sabe acerca de E5, aunque se ha sugerido que juegue algun papel en la
estimulacion de la proliferacion celular, interactuando con factores de crecimiento
epidérmico, derivados de plaquetas, factor p 185-neu y factor estimulantes de
colonias (Gu et al., 1995).
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Figura 1. Mecanismo de accion del virus del papiloma humano.
Harald zur Hausen, 2002 (Nature Reviews Cancer. 2:342-350)

El aparato génico de HPV asociado al genoma de la célula infectada
caracteriza el potencial oncogénico del virus. Los productos virales de los

oncogenes E6 y E7 son los principales protagonistas cuando reaccionan con las



proteinas controladoras del ciclo celular p53 y pRb, respectivamente. En
respuesta a esa interaccion, la célula infectada se transforma primero y se

maligniza después.

3. FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS

3.1. Edad

El valor prondstico de la edad en el carcinoma de cérvix no esta del todo
constatado. En un estudio realizado en 1300 pacientes con carcinoma de cérvix el
pronostico no cambiaba con independencia de la edad (Kyriakos et al., 1971; Berkowitz et
al., 1979). No obstante, los resultados son contradictorios. Asi, Prempree et al observaron
una menor supervivencia en mujeres menores de 35 (Prempree et al., 1983). Esta
contradiccion puede explicarse por el analisis de Rutledge, que demostré una interaccion
entre la edad y el estadio en 250 pacientes menores de 35 afos elegidos al azar e
individuos controles (Rutledge et al., 1992). En otro estudio se evalu6 398 pacientes en
estadio | y lll de carcinoma cervical tratados con radioterapia. Los pacientes se dividieron
en dos grupos, uno con pacientes de 35 a 69 afios y otro con pacientes mayores de 70
afios. Aunque la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos y la supervivencia
causa-especifica eran comparables en los dos grupos, la recidiva tumoral y la muerte por
cancer era mas frecuentes en el segundo grupo de pacientes (Mitchell et al., 1998). En
otro reciente estudio, donde se incluyeron 125 pacientes con carcinoma cervical, las
mujeres mayores de 65 afios de edad tuvieron un aumento de riesgo de muerte de 3.39
veces, en comparacién con las pacientes mas jévenes, después de ajustar por etapa

avanzada de la enfermedad y la modalidad de tratamiento (Federico et al., 2010).

3.2. Anemia

Diversos estudios han corroborado el impacto prondstico de la anemia en el
cancer cervical (Petersen et al., 1995; Grogan et al., 1999; Caro et al., 2001). Sin
embargo, otros estudios han observado que el papel de la anemia resulta de una
asociacion con otras variables clinicas como el volumen tumoral, y que la anemia no
ejerce un impacto independiente (Fyles et al., 2000). En un estudio retrospectivo
realizado en siete centros de Canada, se observé que la anemia durante la radioterapia
era mas importante que los niveles de hemoglobina (Hb) antes del tratamiento (Grogan et

al., 1999). Posteriormiente en un otro estudio realizado en 87 pacientes con cancer de



cérvix, el nivel de hemoglobina durante la radioterapia fue el factor prondstico mas

importante para la supervivencia y control local de la enfermedad (Dunst et al., 2003).

3.3. Volumen tumoral

El estadio clinico sigue siendo el factor prondstico mas relevante en la mayoria de
estudios realizados. Sin embargo, existen otros factores dependientes de las
caracteristicas del tumor que estan tomando importancia en los ultimos anos y que estan
siendo objeto de estudio. Los mas importantes son: el volumen tumoral, el grado

histoldgico, la invasion estromal y la presencia/ausencia de ganglios afectos.

El tamafo del tumor (diametro clinico) estd fuertemente asociado con el
prondstico en pacientes tratadas con radiacion o cirugia. Son numerosos los estudios
publicados que tratan de establecer una relacion entre el tamafno y el volumen tumoral
con el prondstico del paciente (Dubben et al., 1998). Ambas variables han aparecido
como factor independiente de supervivencia incluso en andlisis multivariante (Landoni et
al., 1995; Ogino et al., 1997).

La importancia del tamafo tumoral en el prondstico del cancer cervical es tan
importante que motivd que en la revision de la clasificacion hecha por la Federacién
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en 1995, se subdividiera el estadio 1B
en funcion de dicha variable, tanto por la mayor incidencia de metastasis ganglionares y
extrapélvicas como por la menor supervivencia (Rotman et al., 1981; Alvarez et al., 1989).
En un estudio reciente se analizaron 179 pacientes con carcinoma cervical avanzado
tratados con radioterapia donde se observé que el volumen tumoral estaba asociado de

forma significativa con la supervivencia global (P = 0.004) (Narayan et al., 2006).

3.4. Grado de diferenciacién e histologia

La relacién entre la supervivencia y el grado de diferenciacién en el carcinoma
escamoso Yy el adenocarcinoma cervical es controvertida, aunque en estudios recientes
esta relacion parece solida (Yeh et al.,, 1999), especialmente para el adenocarcinoma
(Grisaru et al., 2001; Chargui et al., 2006).

Por lo general se considera que los adenocarcinomas tienen un peor prondstico
que los carcinomas escamosos (Davy et al.,, 2003), aunque este hecho no esta

absolutamente demostrado (Hopkins et al., 1991; Shingleton et al., 1995; International



Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2006). Alfsen vy
colaboradores analizaron 417 pacientes con adenocarcinoma y 88 con carcinoma de
células no escamosas de cérvix, observando que el carcinoma de células pequenas era
el uUnico subgrupo con importancia pronéstica independiente en pacientes con

adenocarcinomas de cérvix uterino (P<0.001) (Alfsen et al., 2001).

3.5. Afectacion ganglionar
El estado de afectacion de los ganglios linfaticos tiene gran importancia en la
progresion de la enfermedad y en la supervivencia (Stehman et al., 1991). En funcién de

los ganglios afectados y su localizacion, el prondstico puede variar considerablemente.

- Ganglios parametriales: la enfermedad parametrial con ausencia de ganglios pélvicos
positivos, tiene escasa repercusion en la supervivencia (72% a los 5 afos), pero si se
asocia con ganglios pélvicos positivos, la supervivencia se reduce en un 44%. La
existencia de afectacion parametrial y de ganglios pélvicos positivos reduce la
supervivencia en un 50% comparada con pacientes con ganglios negativos y sin

afectacion parametrial.

- Ganglios pélvicos: En el estadio IB (FIGO), la presencia de ganglios pélvicos afectados
reduce la supervivencia en un 32% (de una supervivencia media del 89% para los
ganglios negativos a un 57% cuando son positivos). El impacto en la supervivencia
depende prioritariamente del numero, la localizacion y la posibilidad de reseccion de los
ganglios afectados. En el estudio realizado por Uno et al., el estado de los ganglios
pélvicos tuvo un impacto significativo en la supervivencia. La supervivencia global a los 5
anos en pacientes con ganglios positivos y negativos fue de 52% y 89%, respectivamente
(P = 0.0005). La supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios en pacientes con
ganglios negativos, uno positivo y dos o mas positivos fue de 83%, 61% y 31%,
respectivamente (P=0.0001) (Uno et al., 2005).

- Ganglios adrticos: la presencia de ganglios adrticos afectados es del 18% en casos de
tumores localmente avanzados y ejerce un efecto en la supervivencia mayor que en el
caso de ganglios pélvicos. Las metastasis paradrticas confieren un prondstico

desfavorable con supervivencias cercanas al 40% (Odunski et al., 2001).
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3.6. Otros factores prondsticos

Grado de extension tumoral: Se ha observado que el carcinoma de cérvix se
extiende dentro del segmento uterino inferior y la cavidad endometrial en el 10-30% de
los pacientes (Pérez et al., 1981). Se ha observado un descenso en la supervivencia y un
aumento en la incidencia de metastasis, en aquellas pacientes con afectacion
endometrial por invasién del estroma endometrial o reemplazamiento del endometrio

normal por carcinoma cervical (Pérez et al., 1998).

Grado de invasion estromal: Se ha establecido una relacion entre la profundidad
de la invasion estromal y la supervivencia. Asi, la supervivencia es del 86-94% en
aquellos tumores con menos de 10 mm de invasién estromal; 71-75% en el caso de 11-
20 mm; y del 60% de supervivencia para los tumores con mas de 20 mm de infiltracion
estromal (Delgado et al., 1989). Samlal y colaboradores confirmaban estos resultados en
una serie de pacientes con estadios IB-IIA y ganglios negativos (p<0.01) (Samlal et al.,
1997). Sin embargo, cuando se analizaban las pacientes con ganglios positivos, la
invasion estromal perdia significacion en el analisis multivariante. En un estudio posterior,
la invasion estromal fue el unico factor pronostico de relevancia (Van de Putte et al.,
2004).

Invasion vascular: La invasiéon vascular linfatica no es considerado un factor de
gran relevancia pronéstica. En una revision de 25 estudios evaluando un total de 6500
pacientes, solo tres de ellos pudieron demostrar que la invasién vascular linfatica era un
factor de riesgo independiente (Creasman et al., 2004). La presencia o ausencia de dicho

factor se relaciona con procesos de metastasis linfatica (Memarzadeh et al., 2003).

Marcadores tumorales: Los marcadores moleculares, en relacion con otros de tipo
clinico, podrian aportar informacion relevante a la hora de definir el tratamiento mas
adecuado; y podrian ademas proporcionar informaciéon importante relativa a la
supervivencia, la recaida y el prondstico en general. Algunos de esos marcadores
tumorales son: MVP, Ku70/80, p53, pRb, BAX, BCL2, IGF-1R entre otros.
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4. FACTORES PRONOSTICOS BIOLOGICOS

4.1. Proliferacion celular en cancer de cérvix uterino

El cancer es una proliferacién descontrolada de células con anomalias en su
material genético (Lara et al., 2004). La proliferacion celular esta sometida, en primer
término, a la presencia de factores externos como son los factores de crecimiento y las
interacciones con otras células y nutrientes. Los factores de crecimiento son
generalmente proteinas que actian mediante uniones de alta afinidad a receptores, cuya
funcién principal es la del control externo del ciclo celular, mediante el abandono de la
quiescencia celular (G0) y la entrada en la fase G1 del ciclo celular, pudiendo realizar su
funcién como inductores (IGF-1) o supresores (TGFB) de la proliferacion celular,
promoviendo la diferenciacion celular, la movilidad y la adhesién celular entre otros
fendmenos. Estos factores de crecimiento actuan sobre la célula a través de mecanismos
endocrinos, paracrinos o autocrinos. Cuando el factor de crecimiento se une a su
receptor, se inicia una cascada de procesos bioquimicos, denominados sistemas de
transduccién de senales, que permiten la llegada de esta sefal proliferativa hasta el
nucleo. Alli, por induccién de la expresién de diversos mediadores, incluidas las ciclinas
(especialmente la ciclina D), se favorece la proliferacion celular. Sin embargo, cuando la
sefal proliferativa llega al ndcleo, la divisién celular queda regulada por los llamados
puntos de control del ciclo celular o check-points, que impiden la progresion de células

danadas y mantienen la homeostasis celular (Ivanchuk et al., 2004).

El ciclo celular se divide en fases: La fase S y la fase M son fases que
corresponden a la sintesis de ADN y mitosis. Ambas fases estan separadas por la fase
G1 (fase de crecimiento plastico de la célula) y G2 (fase de preparacion para la division
celular). Existe una gran variedad de proteinas que controlan y coordinan el ciclo celular.
Las principales son las quinasas dependientes de ciclina (CDKs), que presentan en dos

subunidades:

- subunidad catalitica con actividad quinasa, que permite fosforilar proteinas

- subunidad de unioén al sustrato (Ciclinas)
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Figura 2. Ciclo celular y principales proteinas involucradas en el mismo.

(Disponible en: http://www.fisicanet.com.ar/biologia/informacion_genetica/ap1/ciclo_celular03.jpg)

Las ciclinas son necesarias en diferentes momentos del ciclo celular, fluctuando
sus niveles en las distintas fases del mismo. La fosforilacion/defosforilacién de la proteina
codificada por el gen retinoblastoma (pRb) constituye el evento central en la regulacion
de este punto de control (restriction checkpoint). Cuando pRb esta hipofosforilada inhibe
a E2F, evitando que ésta induzca la expresion de genes que regulan la sintesis de ADN.
La fosforilacion de pRb impide su union a E2F, que queda libre para promover la sintesis
de ADN. Este punto de restriccion esta regulado por las CDKs, que a su vez se
encuentran reguladas por inhibidores (CDKIs) y otros moduladores (lvanchuk et al., 2004;
DeWolf y Gaston, 2004).

La sintesis de ciclina D es inducida por factores de crecimiento, y disminuida por
inhibidores de la proliferacion. La formacion del complejo ciclina D-CDK4/6 provoca la
fosforilacion de pRb y posterior liberacion de E2F. Ademas, el complejo ciclina D-CDK4/6
secuestra a los inhibidores de CDK2, lo que reduce el efecto inhibidor de los inhibidores
de ciclinas sobre la ciclina E-CDK2, incrementando la capacidad de fosforilacion de CDK2

sobre pRb y favoreciendo la proliferacion celular (Masamha y Benbrook, 2009).
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4.2. Proliferacion tumoral y radioterapia

La proliferacion celular durante la radioterapia hace que aumente el tiempo de
tratamiento global, fendmeno que se ha visto asociado a un peor control tumoral en
carcinomas de cabeza y cuello (Withers et al., 1988; Wilson et al., 1995) y cérvix uterino
(Fyles et al., 1992; Lanciano et al., 1993). La medida del indice de proliferacion tumoral
antes de comenzar el tratamiento radioterapico, define un parametro que refleja la
extensioén de la repoblacion tumoral durante el tratamiento (Fowler et al., 1992; Tsang et
al., 1995). La determinacion de este parametro, se ha usado para identificar pacientes
que podian ser tratados con radioterapia acelerada (Tucker et al., 1990). La repoblacion
del tumor durante el tratamiento radioterapico, reduce la tasa de control tumoral inducido
por la irradiacion, ya que hasta un tercio de la radiacién administrada en cada fraccién de
radioterapia, se emplea en controlar la repoblacién tumoral que surge desde la fraccion
administrada el dia anterior. Por ello, en los tumores altamente proliferativos, este
fendbmeno sera mas relevante, obteniéndose peor control tras irradiaciéon. La proliferacion

tumoral contintia incluso durante la irradiacion (Durand, 1997).

Se han realizado diferentes estudios sobre el indice de proliferacion
pretratamiento mediante diferentes técnicas. Por citometria de flujo y marcaje con bromo-
deoxi-uridina (BrdUrd) es posible conocer el grado de ploidia, la fraccion de crecimiento
tumoral (fraccién de fase S), y el tiempo potencial de duplicacién celular (Tpot). Por
inmunohistoquimica se detectan proteinas de proliferacién endégenas como Ki-67 o el
antigeno nuclear celular proliferante (PCNA). Mediante el uso de la tincion con

hematoxilina-eosina se determina el Indice Mitético (IM).

En los estudios de Tsang y Bolger se demostré que habia una supervivencia y
mayor recidiva local en aquellas pacientes con un Tpot corto (Tsang et al., 1995; Bolger
et al., 1996). Sin embargo, en un estudio posterior en donde se midi6 la incorporacién de
bromodeoxiuridina y Tpot por citometria de flujo en 101 pacientes con cancer de cérvix,
se observd que ninguno de los parametros de proliferacion pretratamiento, tenia
significacion prondstica asociada a la respuesta clinica (Tsang et al., 2003). Los estudios
realizados mediante Tpot han resultado mayoritariamente ineficaces para predecir
adecuadamente el curso clinico de los pacientes, ya que la proliferacion celular esta
equilibrada por la pérdida celular y esta medida no tiene en consideracion las pérdidas

celulares del tumor. Por otro lado, la citometria de flujo (técnica usada para determinar el
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Tpot) dificulta el analisis de los resultados al no poder separarse adecuadamente las
células pertenecientes al tejido sano de las células que componen el tumor

(particularmente en tumores diploides) (Begg et al., 1985; Tsang et al., 1999).

Los estudios de inmunohistoquimica permiten cuantificar la proliferacion de las
células tumorales. La determinacion de la proliferacion celular mediante la evaluacién de
la expresidn de la proteina Ki-67 es una de las mas exploradas. El antigeno Ki-67 es una
proteina nuclear de 395 a 345 kD expresada en células en fase G1, S, G2 y M del ciclo
celular, pero ausente en células en fase GO. Este hecho permite que, tras su
determinacion en el tumor, pueda ser estimada la fraccion de crecimiento de éste. Los
pacientes que presentan un alto porcentaje de células tumorales proliferantes tienen una
peor respuesta a la radioterapia, particularmente si el tumor es lo suficientemente
radioresistente como para que la proliferacion se mantenga incluso durante el tratamiento
(Durand et al., 2004). Sin embargo, estos resultados no han sido reproducidos por todos
los autores. Asi, en tumores de cabeza y cuello tratados exclusivamente con radioterapia,
niveles elevados de proliferacion estimados mediante Tpot (Corvo et al., 1994), Ki-67
(Homma et al., 1999; Couture et al., 2002) o PCNA (Gasparini et al., 1995), mostraron
mejores tasas de respuesta inmediata a la radiacién y mayor supervivencia. La relacién
entre proliferacion tumoral (valorada mediante la expresion de ki-67), extension tumoral
(local, ganglionar) y supervivencia ha sido estudiada mediante Ki-67 en carcinoma de

cérvix (Tabla 1).

Dos estudios han demostrado relacion entre la expresion de Ki-67 y el grado de
extensioén local o ganglionar de la enfermedad (Garzetti et al., 1995; Lloret et al., 2001).
En relacidn a la supervivencia, los resultados no son concluyentes ya que en cinco
estudios los niveles elevados de Ki-67 se asociaron a peor supervivencia (Garzetti et al.,
1995; Padovan et al., 2000; Ho et al., 2000; Liu et al., 2001), mientras que en otros tres
trabajos la relacion fue inversa (Nakano et al., 1998; Pillai et al., 1998; Suzuki et al.,
2000). En la mayoria de los estudios no se pudo demostrar relacién alguna entre Ki-67 y
supervivencia (Camacho et al., 1997; Lloret et al., 2001; Davidson et al., 2000; Graflund
et al.,, 2002; Van de Putte et al., 2004; Shiohara et al., 2005). En el estudio de Oka, Ki-67
a 9 Gy de dosis se relacionaba con la supervivencia libre de metastasis (p = 0.045),
siendo un factor predictivo de buen prondstico en pacientes con carcinoma de células
escamosas (Oka et al., 2000). En el estudio de Padovan se observé una relaciéon entre el
estadio y la expresion de Ki-67 (Padovan et al., 2000). La mayoria de los pacientes en
estadio IB eran negativos para Ki-67. Por otro lado, todos los casos con estadio IV eran

positivos para Ki-67. En el estudio preliminar publicado por Camacho en 35 pacientes con
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carcinoma de cérvix se observo una correlacion entre el grado histologico y la expresion
de Ki-67, sobre todo en pacientes con grado Il vs. grado Il (Camacho et al., 1997). El
indice medio de expresion del marcador fue del 32.46% para los adenocarcinomas y
significativamente mas bajo para los carcinomas epidermoides (48.4%). Este resultado
podria justificar la diferente conducta y respuesta a los tratamientos entre ambos tipos

histoldgicos.

Tabla 1. Resumen de estudios que relacionan la proliferacion tumoral con otra serie de variables

clinicas

Estudio N° Pacientes Grado Histolégico Extension (Local/Gg) Supervivencia
Wong (1991) 31 Si

Cole (1992) 28 No No No
Garzetti (1995) 57 No Si Peor
Levine (1995) 66 No
Camacho (1997) 35 Si (1) No No
Nakano (1998) 64 Mejor
Pillai (1998) 152 Mejor
Oka (2000) 75 Mejor*
Padovan (2000) 86 Peor
Davidson (2000) 49 No
Ho (2000) 97 Peor
Suzuki (2000) 67 Mejor
Lloret (2001) 65 No Si No
Liu (2001) 124 Peor
Graflund (2002) 141 No No
Kamer (2003) 23 No

Van de putte (2004) 221 No
Ancuta (2009) 61 No No No

* 9Gy de dosis. (1) Grado 2 vs. 3.

En un estudio posterior realizado por nuestro grupo (Lloret et al., 2001), en una
serie de 65 casos, los carcinomas epidermoides eran mas proliferativos y mostraban
menores tasas de apoptosis que los adenocarcinomas. En un otro trabajo de Oka et al,
resultados similares fueron observados (Oka et al., 1996). Ademas, en este estudio, la
proliferacion tumoral estimada mediante Ki67 fue util, junto con el estadio clinico, en la
prediccion de la respuesta a la irradiacién y en el control local de las pacientes,
demostrando ser un método fiable en la prediccién de la respuesta y control local en

tumores tratados con radioterapia. Otros autores no han observado correlacién alguna
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entre Ki-67 y recidiva (p> 0,05), Ki-67 y supervivencia libre de enfermedad (P> 0,05), y
grado histologico e invasion ganglionar (Ancuta et al., 2009).

4.3. Proteinas reguladoras de la proliferacion celular

Son muchos los genes y proteinas relacionadas con la regulacion de la
proliferacion celular en los procesos neoplasicos. Centraremos el estudio en el analisis de
dos modelos adecuados y poco estudiados en carcinoma de cérvix uterino. Por un lado el
receptor para el factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1) y por otro, el
efector mas importante de esa cadena de transduccion de sefiales desde el receptor

hasta el nucleo, las ciclinas (Ciclina D1).

4.3.1. Receptor para crecimiento dependiente de insulina (IGF1-R)

El receptor para el factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1R)
participa en el crecimiento celular y juega un papel importante en el proceso
metastatico, regulando la migracion celular, la invasion y la angiogénesis. Es una
proteina transmembranal con actividad tirosina-quinasa que se expresa en
muchos tipos celulares. Su estructura consiste en dos cadenas extracelulares alfa
y dos subunidades transmembranales beta, las cuales estan unidas por puentes
disulfuro para formar un receptor homodimero complejo. EI dominio de unién al
ligando esta presente en la subunidad extracelular alfa. Las subunidades beta
comprenden una regién yuxtamembranal, un dominio intracelular tirosina-quinasa
y un dominio carboxilo terminal con funciones de interaccion proteica (Hubbard &
Till, 2000).

La unién del ligando (IGF-1) al receptor (IGF-1R) es de alta afinidad,
generando un cambio conformacional en el receptor, seguido por una
autofosforilacion de tres residuos tirosina dentro del dominio quinasa. Esto
produce un aumento en la actividad catalitica, seguido por fosforilaciones
adicionales de residuos tirosina en la regién yuxtamembranal y residuos serina y
tirosina localizados en el carboxilo terminal que conducen a la activacién de
distintas rutas de sefalizacion. Una de estas rutas comprende la activacion de
segundos mensajeros tipo Ras, Raf y MAPK, principal ruta de transduccion
mitdgena. También se activan otras rutas de sefializacion responsables de la
transduccién de sefales antiapoptéticas que implican, por ejemplo, a PI3K (Lin,
1999). La activacion de esta via de sefializacion inhibe la apoptosis y estimula la

proliferacion celular (Navarro y Baserga, 2001). Ademas, el IGF-1R activado
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regula la adhesion, organizacién del citoesqueleto y migracion a través de la

interaccion con moléculas de adhesién e integrinas (Gray et al., 2003).

El IGF-1R se ha asociado con fendmenos de angiogénesis en varios tipos
tumorales, ya que su activacion aumenta la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF). En pacientes con cancer de mama metastatico, se ha
observado un elevado nivel de IGF-1 y VEGF en suero, comparado con controles
y pacientes sin enfermedad metastasica (Coskun et al., 2003). La inhibicion de
IGF-1R en varias lineas tumorales produjo una disminucion en la expresion de
VEGEF, de la angiogénesis y la metastasis (Reinmuth et al., 2002; Stoeltzing et al.,
2003). Ademas, en relacion con VEGF, IGF-1R parece ser crucial en el
crecimiento independiente de anclaje, una propiedad uUnica de las células
tumorales. Esta independencia se adquiere cuando se produce un incremento de
IGF-1R en la superficie celular (Baserga, 1999). De esta forma, la metastasis
adquiere mayor independencia de anclaje y mayor dependencia de IGF-1R
comparado con el tumor primario. Recientemente, algunos estudios han
observado que la pérdida de oncogenes supresores asi como la activacion de
proto-oncogenes, esta relacionada con la funcién y la actividad de IGF-1R
(Werner et al.,, 2000; Girnita et al., 2003; Zhao et al.,, 2004). Estos estudios
demuestran la existencia de una ruta p53/MDM2/IGF-1R. El aumento de MDM2
en el nacleo celular inactiva a p53, lo que puede contribuir a un crecimiento
avanzado de las células tumorales por sobreexpresion de IGF-1R. También se ha
visto que IGF-1R juega un importante papel en la sefnalizacion intracelular,
interaccionando con el receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
(Adams et al., 2004). En cultivos epiteliales humanos hay un efecto sinérgico de
IGF-1 y EGF en la promocién de la sintesis de ADN, aunque en ausencia de IGF-
1, EGF carece de efecto (Stull et al., 2002). Tanto IGF-1 como EGF inducen la
expresion de ciclinas D (Mawson et al., 2005), pero unicamente IGF-1 activa a la
ciclina E, la cual se requiere para atravesar el checkpoint G1-S. De este modo,
IGF-1 no sélo estimula la progresion del ciclo celular en células epiteliales
humanas, sino que es esencial para que la progresién mediada por EGF atraviese
el checkpoint G1-S (Zhang et al., 2005).

Existe una relacion entre determinados receptores para factores de
crecimiento y la radioresistencia de la célula tumoral. La transduccién de la sefal
radioinducida interacciona con las rutas de sefalizacion de IGF-1R, que siguen a

la activacion de PI3K. Se ha identificado a IGF-1R como una proteina capaz de
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inducir radioresistencia en cancer de mama, ya que la inhibicién de la funcion de
IGF-1R incrementa la respuesta del tumor a la irradiaciéon en canceres de mamay
colon (Wen et al., 2001). Cosaceanu estudio la expresion de IGF-1R en lineas de
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC). La inhibicion de IGF-1R
combinada con la irradiaciéon, dio lugar a un incremento en la muerte celular
radioinducida en 5 de 6 lineas de cancer NSCLC, normalmente resistentes a la
radiacion ionizante (Cosaceanu et al., 2005). Entre los receptores tirosina-quinasa,
IGF-1R es particularmente importante por su efecto anti-apoptético frente a la
radiacion (Kulik et al., 1997). Se ha sugerido que el gen ataxia telangiectasia
mutada (ATM) puede ser un posible mecanismo que explique la influencia de IGF-
1R en el bloqueo de la radiosensibilidad. Distintos estudios han mostrado que la
inhibicion de IGF-1R incrementa la radiosensibilidad, y que esta inhibicién esta
directamente conectada con la expresion y sefalizacion de ATM (Macaulay et al.,
2001; Peretz et al., 2001). No se conocen muy bien los mecanismos biolégicos por
los cuales este tratamiento combinado induce un efecto antitumoral. Existe la
posibilidad de que otros mecanismos de IGF-1R induzcan radioresistencia,
incluyendo la modificacion de la modulacion de la radiosensibilidad a través de la

regulacién de Ku86 mediada por P38 quinasa (Cosaceanu et al., 2006).

Desde el punto de vista prondstico, son pocos los estudios realizados
hasta el momento que incluyan series amplias de pacientes. En un estudio que
analizé el valor pronéstico de IGF-1R en 126 pacientes con cancer de mama y
donde se consider6 como positivos aquellos casos con un porcentaje de tincion
mayor del 4%, el 39% de los pacientes eran IGF-1R positivos, siendo que la
expresion del marcador se relacionaba significativamente con peor supervivencia,
especialmente para pacientes con receptor estrogénico negativo. (Railo et al.,
1994). En otro estudio mas reciente, se analizé la expresién de IGF-1R en 210
pacientes con cancer de mama, encontrando un porcentaje de esta proteina de un
43% de los casos, pero sin asociacion con parametros clinico patoldgicos (edad,
grado histolégico, presencia o ausencia de metastasis ganglionares linfaticas
axilares) ni con la supervivencia libre de enfermedad (Shimizu et al., 2004). En
una serie de 101 casos de pacientes con sarcoma de partes blandas, se ha
observado una asociacion entre una alta expresion de IGF-1R (presente en el
48% de los casos) con una mejor supervivencia y un bajo desarrollo de
metastasis. No se observo relacion con Ki67, p53 y si con BCL-2 (Ahlén et al.,
2005). En carcinoma colorrectal, los dos estudios publicados muestran tasas de

expresion de IGF-1 cercanas al 100% (Peters et al., 2003; Nakamura et al., 2004),
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sin relacion con otros factores prondsticos; y en uno de ellos, la expresion de IGF-
1R resultd ser un factor prondstico desfavorable (Nakamura et al., 2004).

Existen pocos estudios sobre la expresion de IGF-1R en carcinoma cervical.
Steller observd que la expresion del IGF-1R estaba aumentada de tres a cinco
veces en el tumor que en células normales y que dicho incremento en la expresion
era un componente importante que controlaba la proliferacién en células de
carcinoma cervical (Steller et al., 1996). Efectivamente, estudios recientes
demuestran que IGF-1R parece tener un papel relevante en la estimulacion de la
invasién y la proliferacion tumoral en células de cancer de cérvix (Shen et al.,
2006). En un estudio realizado en 32 pacientes con carcinoma de cérvix, se
observo una alta expresion de IGF-1R en el 87,5% de los casos, pero ninguna
relacion entre la expresion de IGF-1R y la edad, estadio y grado histolégico de la
paciente. En esta misma serie, los tumores de endometrio y epiteliales de ovario
expresaban IGF-1R en el 91,3% y 80% de los casos (Hirano et al., 2004). En un
estudio realizado sobre 60 pacientes con carcinoma cervical seguidas durante
siete afos, se observo que altos niveles de expresion de IGF-1R se relacionaban
significativamente con un menor control local de la enfermedad, debido
probablemente a fendbmenos de quimio-radio-resistencia tumoral (Lloret et al.,
2007).

El bloqueo genético de IGF-1R en lineas celulares de cancer de colon
humano incrementa la eficacia a la quimioterapia por aumento de la tasa de
apoptosis (Adachi et al., 2002). Ademas, usando anticuerpos antagonistas de IGF-
1R se incrementa el porcentaje de respuesta del tratamiento combinado con 5-
fluorouracilo (5-FU) y radioterapia externa en células de cancer de colon (Perer et
al.,, 2000). Actualmente hay en marcha nuevos estudios que pretenden
incrementar la radiosensibilidad tumoral bloqueando los receptores de IGF-1R,
pero también modificando otras dianas terapéuticas como HDAC, HSP9O0, PI3K y
Ras (Chinnaiyan et al., 2006).

4.3.2. Ciclina D1

Como otras ciclinas, la ciclina D1 esta implicada en el avance de la
progresion del ciclo celular. Alcanza su pico de expresién durante la fase G1, al
mismo tiempo que mantiene los niveles de CDK. El complejo ciclina D1-CDK4/6
fosforila pRb para liberar las células que estan en fase G1 y favorecer la entrada

en la fase S del ciclo celular. Este paso es impedido por los inhibidores de
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quinasas dependientes de ciclinas (CDKI), como las proteinas p15, p16, p18 y
p19, que interfieren de forma selectiva sobre el complejo ciclina D1-CDK4/6. La
ruta CDKl/ciclinaD1/CDK4/pRb es uno de los puntos de control de la proliferacion
celular. Las alteraciones de esta ruta podrian acelerar la proliferacién celular,
aumentar la inestabilidad gendomica y favorecer el desarrollo de células

cancerigenas.

En general, el aumento en la expresion de ciclina D1 se asocia con un peor
prondstico en carcinoma de células escamosas de diferentes localizaciones:
cancer esofaringeo, cabeza y cuello, pancreatico, tiroides y pulmén (Michalides et
al., 1997; Ishikawa et al., 1998; Caputi et al., 1999). Sin embargo, en carcinoma
cervical, esta asociacion no es tan clara debido a que la expresion de ciclina D1
se encuentra disminuida por la accién del virus HPV (Bae et al., 2001). En un
estudio publicado por Skomedal, se observd un aumento en la expresiéon de
ciclina D1 en el 3% de los pacientes (Skomedal et al., 1999). Por su parte, Cho
observé en carcinoma de células escamosas invasivo, una expresion
significativamente baja (p = 0.004), especialmente cuando se asociaba con el HPV
(Cho et al., 1997). Sin embargo, en un estudio posterior, se observé un aumento
en la expresion de ciclina D1 en el 33.3% de los tejidos de carcinoma cervical
(Cheung et al., 2001). Se ha observado expresion de ciclina D1 en lesiones
intraepiteliales de bajo grado infectadas por HPV de bajo riesgo, pero no en
lesiones infectadas por HPV de alto riesgo (Southern et al., 1998). Segun Cheung,
la baja expresion de ciclina D1 puede deberse a que en el carcinoma cervical la
proteina E7 de HPV puede inactivar a pRb. Por ello, las mutaciones y/o
amplificaciones de los reguladores del gen Rb, tales como ciclina D1, son poco
frecuentes en cancer cervical (Cheung et al., 2001). En un estudio posterior se
observd que en carcinoma de cérvix, la ciclina D3 puede compensar los bajos
niveles de ciclina D1, mientras que en otros tipos de cancer, ambas isoformas

pueden contribuir al fenotipo neoplasico (Skomedal et al., 2003).

En pacientes con cancer cervical en estadio temprano, la expresion de
ciclina D1 no se correlaciona con los factores prondsticos de la enfermedad. Sin
embargo, la expresion de ciclina D1 se correlacionaba con una baja supervivencia
libre de enfermedad (p = 0.017), una baja supervivencia global (p = 0.018), y era
un factor pronéstico para la recidiva de la enfermedad (p = 0.0004) (Bae et al.,
2001). En otro estudio, 106 pacientes con carcinoma de células escamosas de

cérvix uterino se correlacionaba con un peor pronostico de la enfermedad
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(Cheung et al.,, 2001). Bahnassy observé que la expresion de ciclina D1 se
relacionaba con el tamano tumoral y con el estadio, asi como con la supervivencia
global (p = 0.011). Concluyeron que el estadio (FIGO), ciclina D1, p53, Ki67 y p27
eran los principales factores prondstico de la enfermedad (Bahnassy et al., 2007).
En la misma linea, se ha observado también una correlacion positiva entre la
ciclina D1 y la proteina Ki-67, en 103 pacientes con carcinoma de células
escamosas de cérvix uterino (Shiohara et al., 2005). No obstante, no se observo
significacion prondstica en la expresién de ciclina D1 en 53 casos de

adenocarcinomas de cérvix uterino (Suzuki et al., 2004).

Tabla 2. Relacién de ciclina D1 con supervivencia en carcinoma epidermoide cervical

N° de Ciclina D1/
pacientes Tratamiento Estadio Supervivencia
Skomedal (1999) 61 I-IvV No
Bae (2001) 28 CX Ib-lla Si
Cheung (2001) 106 CX I-IvV Si
Suzuki (2004)* 53 RT I-IVa No
Shiohara (2005) 103 CX,RT/QT Ib+I/111+IV No
Bahnassy (2006) 43 No -1V No
Bahnassy (2007) 43 No -1V Si

*Adenocarcinoma. CX: cirugia, RT: radioterapia, QT: quimioterapia

En un estudio con 43 pacientes con carcinoma cervical, el incremento de la
ciclina D1 se asoci6 significativamente al tamano tumoral (p = 0.003) y al estadio
FIGO (p = 0.008), comportandose como un factor de mal pronéstico (Bahnassy et
al., 2006). En un estudio posterior del mismo autor, se encontré asociacion
significativa entre el tamano tumoral (p = 0.033), el estado de diferenciacion
celular (p = 0.047), la afeccion ganglionar (p = 0.021), el estadio FIGO (p = 0.011),
la alta expresion de Ki-67 (p= 0.034), ciclina D1 (p = 0.011) y p53 (p = 0.04), y la
reduccion de p27KIP1 (p = 0.023); con una menor supervivencia global. En
analisis multivariable, FIGO, Ki-67, ciclina D1, p53 y p27KIP1 fueron significativas
(Bahnassy et al., 2007).

4.4. Proteinas reguladoras de la apoptosis en cancer de cérvix uterino
En 1885, Walther Flemming observé que la atresia del epitelio de los foliculos

ovaricos se debia a una muerte celular con unos cambios nucleares caracteristicos, a la

que denomind cromatolisis y que constituian una nueva forma de muerte celular diferente
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a la conocida hasta ese momento, la necrosis (Majno y Joris, 1995). En los afos 70,
Allison Crawford definid la “muerte celular programada en los tejidos normales durante la
embriogénesis y el desarrollo”, concluyendo que este proceso era el mismo descrito por
Flemming. Se le denomindé apoptosis (del griego “cayendo”), para subrayar esa
eliminacion celular aislada (“como caen las hojas de los arboles”). Se postulé que el inicio
inadecuado, o la inhibicion, de la apoptosis podria influir en la génesis de enfermedades

como el cancer.

Durante la apoptosis se produce i) la condensacion de la cromatina con rotura del
ADN internucleosomal (aproximadamente cada 180 pares de bases), ii) la condensacion
citoplasmatica vy iii) el encogimiento celular (manteniéndose las organelas practicamente
intactas). El fendbmeno se puede observar por microscopia o6ptica con tincion de
hematoxilina-eosina (Kerr et al., 1972), aunque también se puede estudiar por métodos
mas complejos (microscopio electronico, citometria de flujo, ruptura de ADN). La
apoptosis se puede iniciar en cualquier fase del ciclo, dependiendo de la célula y del tipo

de estimulo.

Durante la apoptosis, la célula sufre el dafio principalmente a nivel del nucleo, sin
producirse reaccion inflamatoria y generalmente de forma aislada (Mikulski, 1994). Se
caracteriza por ser un proceso biolégico ordenado, que resulta necesario para evitar la
sobreproduccion celular, siendo de vital importancia durante la morfogénesis. Los
términos apoptosis y muerte celular programada, son a menudo utilizados como
sindnimos. Sin embargo, hay otros procesos de muerte celular como son la autofagia y la
necrosis, en los que se han identificado a nivel molecular componentes que justifican la
existencia de un programa de ejecucion. A pesar de la idea de que la muerte celular
programada genéticamente requiere de la sintesis proteica, todos estos procesos
(apoptosis, autofagia, necrosis) parecen estar listos previamente para ser ejecutados, lo
que sugiere que la definicion de muerte celular programada englobaria todos los casos
(Lockshin & Zakeri, 2001).

Durante la necrosis, la muerte va acompafada de un aumento del volumen
celular, vacuolizacion del citoplasma, aumento de la permeabilidad de la membrana
plasmatica y lisis nuclear, sin fragmentacion especifica de la cromatina. Esta forma de
muerte celular, se produce en respuesta a danos importantes causados por isquemia e
hipoxia severas o por exposicién a dosis elevadas de compuestos genotéxicos, que
afectan al metabolismo energético celular. La muerte celular por autofagia es un proceso

menos estudiado, que se caracteriza por la destruccion de componentes celulares dentro
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de la célula en vacuolas autofagicas. Las caracteristicas morfolégicas de la autofagia
incluyen vacuolizacion, degradacién del contenido citoplasmico y ligera condensacion de
la cromatina (Fink & Cookson, 2005).

4.4.1. Proteinas reguladoras

El proceso de apoptosis tiene una regulacidn compleja. En principio,
cualquier célula tiene capacidad para entrar en apoptosis. La pérdida de integridad
de las uniones intercelulares, las hormonas y factores de crecimiento, los
impactos ambientales (agentes quimicos, radiaciones ionizantes e isquemia) y el
sistema inmune, son algunos de los desencadenantes extracelulares de la
apoptosis. Estos agentes actuan a través de receptores de membrana, receptores
intracelulares o de manera directa sobre el nucleo, dando lugar a la liberacién o
inhibicion de reacciones intracelulares que conducen a la fragmentacion del

material genético y a la muerte celular (Raff, 1992).

Existen decenas de genes implicados en la apoptosis. Los genes cuya
expresion promueven la supervivencia celular, disminuyendo la susceptibilidad a
la apoptosis, se llaman oncogenes, destacando entre ellos Bcl-2. Aquellos que
promueven la apoptosis se les denominan genes supresores, entre los que
destaca p53 y el gen del retinoblastoma. La mutacion y/o el cambio en la
expresion de estos genes, pueden provocar un desequilibrio en el destino celular,
de forma que una célula sana podria ser eliminada erréneamente, mientras que
una célula con aberraciones geneéticas podria quedar protegida, perpetuandose en
su descendencia las mutaciones potencialmente carcinogénicas. Anomalias o
ausencia de Bcl-2 podrian dar como resultado un acortamiento de la
supervivencia celular. Sin embargo, un incremento en su expresién produciria un
alargamiento de la misma, mientras que mutaciones o ausencia de p53
producirian una ausencia de muerte celular por apoptosis. De manera didactica, el
dafio nuclear inducido aumentara la expresion de p53. Su mensaje apoptético
sera alentado por Bax y contrarrestado por Bcl-2. p53 centraliza la coordinacion
de otros procesos relacionados con el dafo celular, como son la reparacién de
danos en las bases o roturas dobles de cadena, la progresion del ciclo celular y la
muerte por apoptosis. A p53 se la conoce comunmente como el “guardian del
genoma”, porque mantiene la estabilidad genética celular (Levine et al., 1991). Su

relacién con el cancer es bien conocida, tanto por su frecuencia de alteraciones
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(mas del 50% de los tumores muestran alteraciones en p53), como por la
frecuencia de aparicién de tumores en personas con mutaciones germinales de
p53 (Sindrome Li-fraumeni). Ademas, en tumores sin mutaciones del gen, la
funcion de p53 puede estar alterada debido a su secuestro citoplasmatico por
oncoproteinas virales (HPV-E6) (Morris, 2002).

P53 es una proteina de 393 aminoacidos cuyo gen codificador se
encuentra en el cromosoma 17 y que puede ser dividida en varios dominios
discretos (May & May, 1999):

* En el domino N-terminal se encuentran:

- Dominio transactivador (TA), en el cual las interacciones entre proteinas, facilitan
o bloguean la capacidad de transactivacion de p53.

- Regién poliprolina, que podria mediar las funciones apoptéticas de p53 y la
supresion del crecimiento celular independiente de transcripcion.

- Nuclear Export Signal (NES), relacionada con el transporte de p53 desde el

nucleo al citoplasma para su degradacion mediada por MDM-2.

* El dominio central contiene:
- La secuencia especifica de union al ADN, que permite la uniéon de p53 con los
sitios promotores de genes diana como p21 (WAF1/Cip1).

- Cuatro regiones conservadas que regulan las interacciones proteina-ADN.

En esta region ocurren mas del 90% de las mutaciones identificadas en canceres
humanos. Algunas mutaciones limitan la actividad de transcripcion de p53 y otras
tienen la capacidad de transactivar genes especificos como c-Myc (proliferaciéon
celular), MDR-1 (resistencia a drogas), tolerancia al estrés celular, radioresistencia
relacionada con mejoras en la capacidad de reparacion del ADN o inhibicion de la
apoptosis (Sigal et al., 2000). Ademas, se producen uniones a otras proteinas de
tipo i) inhibidoras de p53 (SV40 Large T antigen protein), ii) favorecedoras de la
misma (P53BP1/2) o iii) proteinas de reparacion (BRCA1, BLM y Rad51) que
facilitan la reparacién homéloga de las roturas dobles de cadena del ADN

inducidas por accion de la radiacion.

* El dominio C-terminal incluye:
- Un dominio de oligomerizaciéon que permite la 6ptima configuracion de p53 en

forma de tetrameros.
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- Una regién de sefalizacién de localizacion nuclear (NLS) relacionada con la
translocacion de p53 desde el citoplasma al nucleo.

- Una regién de unidn con secuencias no especificas de ADN y roturas dobles de
cadena inducidas por radiacion ionizante, permitiendo el reconocimiento del ADN
dafhado y favoreciendo su papel en la reparacién del dafio mediado por XPD,
XPB, BLM, Rad51, etc. (Cuddihy y Bristol, 2004).

En condiciones fisioldgicas, p53 muestra bajos niveles de la proteina con
una vida media corta (10-20 minutos). ElI recambio viene controlado por la
proteolisis inducida por MDM-2. En caso de dafio al ADN, p53 se acumula y se
activa, desarrollandose un complejo sistema de regulaciéon (Ashcroft & Voudsen,
1999).

La proteina Bcl-2 consta de 239 aminoacidos y su gen codificador esta en
el cromosoma 18. Contiene cuatro dominios estructuralmente conservados: BH1,
BH2, y BH3 que son necesarios para interaccionar con otros miembros de la
familia Bcl-2, y dominio BH4 que media las funciones de control del ciclo celular.
Existe un dominio transmembranal de gran importancia funcional, necesario para
la localizacion subcelular de Bcel-2 (Belka & Budach, 2002).

En condiciones normales, la expresion de Bcl-2 disminuye cuando las
células estan maduras o cuando tienen que ser eliminadas, mientras que se
expresa en células que deben sobrevivir (células hematopoyéticas precursoras y
células del sistema nervioso). Bcl-2 tiene un importante papel en la
embriogénesis, donde la mayoria de las células expresan altos niveles de esta
proteina (Jacobson et al.,, 1997). En general, las células que expresan Bcl-2
bloquean la apoptosis y promueven la supervivencia celular, facilitando la
adquisicion de mutaciones y la transformacion maligna (Vaux et al., 1988;
Pezzella & Gatter, 1995). Bcl-2 inhibe la apoptosis (Hockenbery et al., 1991)
bloqueando el citocromo C liberado por la mitocondria durante la ruta de apoptosis

mitocondrial (Brustugun et al., 1998).

Bax (Bcl-2 associated X protein) es una proteina cuyo gen codificador esta
en el cromosoma 19. Aunque posee una alta homologia con la proteina Bcl-2,
carece del dominio BH4. Participa en la ruta de apoptosis mitocondrial induciendo
la liberacién del citocromo C. Bax se asocia con el complejo del poro de la

mitocondria, que participa en la regulacion del Ca2+ de la matriz, pH, potencial de
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membrana mitocondrial, etc. La proteina Bax se une a un componente de este
complejo induciendo la apertura del poro con la consiguiente rotura del potencial
de membrana mitocondrial y la liberacion de moléculas pro-apoptéticas como el
citocromo C (Marzo et al., 1998; Narita et al., 1998; Susin et al., 1999). Bcl-2
interactua con Bax a nivel de la mitocondria modulando la inactivacion de Bax a
través de la heterodimerizacién. Cuando la proteina Bcl-2 esta en exceso forma
homodimeros Bcl-2/Bcl-2 y heterodimeros Bcl-2/Bax, quedando la célula protegida
de la apoptosis. Pero cuando Bax esta en exceso, dominan los homodimeros

Bax/Bax y la célula es susceptible de apoptosis (Korsmeyer et al., 1993; Petros et

al., 2004).

Sl Dario en el DNA
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Figura 3. Principales factores que influencian el ciclo celular y la apoptosis.
(Disponible en: www.biocancer.com)

Bax, Bcl2 y p53, son las principales proteinas involucradas en la apoptosis.
No obstante, recientemente se ha descrito el papel que estas moléculas pueden
tener en los procesos de reparacion del ADN. Aparte de Bcl2, Ku70 es capaz de
secuestrar a Bax desde la mitocondria, provocando una regulacién negativa de la
apoptosis. El mecanismo a través del cual se produce este fendmeno es el de
ubiquitinacion (Chang et al., 2008). Ku70 es una proteina fundamental en los
procesos de reparacion no homologa del ADN, y se la considera ademas un
relevante supresor de Bax (Sawada et al., 2003). Bcl2 por su parte, es capaz de
inhibir los procesos de reparacion homologa reduciendo la actividad de la proteina
Ku (Ku70/80). Bcl2 desorganiza de manera directa el complejo Ku/DNA-Pkcs,
tanto in vivo como in vitro. Asi, la supresién de la via de reparacion no homologa

al ADN por Bcl2 conduce a la acumulacién de dafio en el ADN, inestabilidad
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genomica, y aumento de la probabilidad de desarrollo de procesos carcinogénicos
(Wang et al., 2008).

4.5. Hipoxia en cancer de cérvix uterino

El microambiente tumoral esta constituido por el flujo sanguineo, la
microcirculacién, el aporte de oxigeno y nutrientes, el pH residual y el estado
bioenergético y metabdlico del tumor. Este microambiente influye en las caracteristicas
bioldgicas de los tumores, condicionando la tasa de proliferacion celular, la capacidad de
reparacion de la lesion sub-letal o potencialmente letal, la induccion de la apoptosis, el
potencial de invasidon metastasico y angiogénico, la expresiéon de genes responsables de
la resistencia a drogas, etc. También influye en la respuesta de los tumores al tratamiento

radioterapico y/o quimioterapico (Lavey y Dempsey, 1993; Kumar, 2000).

Entre un 50 y un 70% de los pacientes oncoldgicos, se someten a radioterapia en
alguna fase de la enfermedad, con el objetivo de maximizar el control loco-regional del
tumor y aumentar la supervivencia. Algunos estudios han demostrado que cerca de un
60% de los tumores de cérvix localmente avanzados, tienen areas de tejido con hipoxia,
las cuales estan heterogéneamente distribuidas dentro de la masa tumoral (Vaupel et al.,
2001, Hockel et al., 2001). Aquellos pacientes con niveles elevados de hipoxia
intratumoral, presentan un peor control de la enfermedad y una menor supervivencia que
aquellos pacientes con tumores mejor oxigenados, en igualdad de estadio y tamano
tumoral (Lartigau, 2007). La hipoxia tumoral hace mas resistentes a los tumores solidos,
frente a la radioterapia y quimioterapia, a través de mecanismos directos, indirectos o

ambos:

- Mecanismo directo: la hipoxia puede inducir directamente resistencia a la radioterapia

por deprivacion del oxigeno molecular.

- Mecanismo indirecto: las moléculas de O, reaccionan rapidamente con los radicales
libres producidos por la radiacion, produciendo fenémenos de ionizacidon y excitacion de
atomos y moléculas originando radicales altamente reactivos, tales como los radicales
peroxilo (RO2-), hidroxilo (OH-) y superéxido (O2 .), que causan la destruccién de las
biomoléculas con la consecuente muerte celular generada por el efecto radiobioldgico
inicial (Wolff, 1981; Hellman y Rosenberg, 1999).
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Por tanto, en presencia de oxigeno, el dafio causado al ADN por la radiacién se
mantiene, mientras que en ausencia de oxigeno el efecto radiobiolégico disminuye,
debido a que decrece la formacion de radicales altamente reactivos en las

macromoléculas y estructuras celulares.

La hipoxia tumoral depende de distintos factores: tamano tumoral, tipo histolégico,
estadio, aporte de hemoglobina y extension de la necrosis. La hipoxia aparece cuando el
tamarfo del tumor supera la capacidad de la micro-circulacion del mismo para aportar el
oxigeno necesario a las ceélulas tumorales. Varios estudios muestran que el grado de
hipoxia es mayor en la area tumoral que en los tejidos adyacentes normales (Clarke y
Pallister, 2005; Varlotto y Stevenson, 2005). La relacion entre hipoxia tumoral y evolucién

o gravedad del proceso neoplasico se puede explicar por 3 hipotesis:

1) La hipoxia puede inducir cambios en la expresion de las proteinas
dependientes de oxigeno tumoral, resultando en estimulo de la angiogénesis y

aumento del potencial de crecimiento del tumor y de la metastatizacion.

2) La hipoxia impediria la formacién de moléculas reactivas de oxigeno que,
cuando estan sometidas a la radioterapia, causan dafios en el ADN de las células
tumorales. De esta manera, la reduccién de los niveles de oxigeno contribuye a la

resistencia frente a la radioterapia.

3) La hipoxia puede producir un crecimiento acelerado de las células tumorales
resistentes a la apoptosis, dificultando el proceso de curacion y control de la
enfermedad (Clarke y Pallister, 2005). La hipoxia tumoral podria aumentar la
expresion del gen supresor p53, un fenotipo celular que presenta un mayor
potencial de malignidad (Littlewood, 2001). También se ha descrito que
determinados factores relacionados con la perfusién, difusion o anemia, pueden
producir hipoxia (Hockel et al., 2001; Vaupel et al., 2001 y 2002).

La hipoxia relacionada con la perfusién (aguda) se produce por una circulacion
sanguinea inadecuada en los tejidos. La microvascularizacion de los tumores posee
anormalidades estructurales y funcionales generando una red vascular desorganizada
con dilataciones, formas tortuosas y alargadas, ausencia de regulacion del flujo, etc. La
hipoxia relacionada con la difusién (crénica) ocurre por el aumento de la distancia de
difusion. Como resultado se produce un inadecuado suplemento de O, en las células

distantes (>70um) de los vasos sanguineos nutricios. La hipoxia relacionada con la
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anemia es consecuencia de un transporte de O, reducido debido a la anemia inducida por

la terapia o asociada al tumor.

La presencia de hipoxia esta asociada a un peor control local y a una menor
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma cervical (Vaupel y Mayer,
2005). El grado de oxigenacion, el estadio y la concentracion inicial de hemoglobina son
factores significativamente relevantes en la respuesta al tratamiento (Knocke et al., 1999)
(Tabla 3). En un estudio con 87 pacientes con carcinoma cervical que recibieron
radioterapia externa mas braquiterapia, se observo que en 20 pacientes que presentaban
los niveles de hemoglobina por encima de 13g/dl (hasta 19,8g/dl), la tasa de fallos locales
en 3 anos era del 6%; del 15% en 47 pacientes con hemoglobina entre 11 y 13g/dl; y de
67% en 20 pacientes con hemoglobinas inferiores a 11g/dl (p = 0.0001). Ademas, los
pacientes con bajas presiones parciales de O, (pO.) también tuvieron menores tasas de
supervivencia global a 3 afios, comparado con pacientes con mayores niveles de pO,
(Dunst et al., 2003). En otro estudio, los niveles de hemoglobina se relacionaban tanto
con el prondstico y evolucién del paciente como con el volumen tumoral. Pacientes con
niveles de hemoglobina inferiores a 13gr/dl tuvieron un pronostico desfavorable,
tendiendo a agravarse cuando los valores estaban por debajo de los 12 gr/dl (Martin et
al., 2003).

4.5.1. Deteccién de hipoxia tumoral

Esta claramente fundamentado que los tumores hipdxicos son hasta 3
veces menos sensibles a la radioterapia que los bien oxigenados (Denekamp et
al., 1989). Los pacientes con tumores peor oxigenados tendrian, por tanto, peor
supervivencia y no solo son mas resistentes a la radioterapia, sino que ademas
son mas resistentes a otras formas de tratamiento, puesto que son tumores mas
agresivos y con mas facilidad para metastatizar (Rofstad et al., 2000; Vaupel et
al., 2001).

La agresividad biologica intrinseca de los tumores hipoxicos se explica, en
parte, por el aumento del numero de genes inducidos por hipoxia a través de la
activacion del factor de transcripcion HIF-1. La proteina HIF-1 se estabiliza en
condiciones hipdxicas y se une a otros elementos responsables de hipoxia en
muchos genes (eritropoyetina, VEGF, y el transportador de glucosa GLUT-1),
permitiendo la induccion de eritropoyesis, angiogénesis y glicdlisis,
respectivamente. La anhidrasa carbdnica asociada al tumor (CAs) es un gen

responsable de HIF. La proteina CA IX es intensamente inducida por la hipoxia en
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un amplio rango de tipos celulares (Wykoff et al., 2000). La expresién de todos
estos genes (HIF-1a, GLUT-1, CA IX, VEGF) serian de utilidad como marcadores
intrinsecos de hipoxia en cancer cervical y fueron motivo de estudio de los
trabajos de Airley et al., 2001, y Loncaster et al., 2001. Hutchison por su parte
analizé la expresion del factor HIF-1a y su relacion con la respuesta a la
radioterapia en 99 pacientes con carcinoma avanzado de cérvix. La expresién de
HIF-1a no era un factor prondstico para la supervivencia libre de enfermedad,
supervivencia libre de metastasis o supervivencia libre de recidiva local. Se asocio
la alta expresion de HIF-1a con una peor respuesta en tumores pequefios y con
una mejor respuesta en los tumores de mayor tamafio (p = 0.046) (Hutchison et
al., 2004). En otro trabajo, donde se analizé la expresion de HIF-1a para valorar la
hipoxia tumoral, no se encontré relacion entre HIF-1a, pO, e hipoxia; demostrando
que el factor HIF-1a no podia considerarse como un buen marcador de hipoxia en

carcinoma de cérvix avanzado (Mayer et al., 2004).

Son muchos los métodos desarrollados durante los ultimos afios para
medir la oxigenacion tumoral aplicable en la clinica (Raleigh et al., 1996). Entre
ellos se encuentran: andlisis  histomorfométricos, crioespectometria,
microelectrodos de oxigeno, marcadores de hipoxia, detecciéon de roturas de
cadena de ADN (Comet assay), y medicion de marcadores endogenos (que
funcionan como “sustitutos” de hipoxia, ya que son una medida indirecta de ésta;
HIF-1a, Glut-1, VEGF, CA IX, PAI-1). El valor pronéstico de la oxigenacion tumoral
medida por la presién parcial de oxigeno (pO,) esta considerado como el método
estandar para la determinacién de la hipoxia tumoral. Ha sido valorada su
precision en un gran numero de estudios y en una variedad de tipos tumorales
tratados con radioterapia exclusiva, radioterapia combinada con cirugia o
unicamente con cirugia (Hoéckel et al., 2001, Loncaster et al., 2001; Fyles et al.,
2002).

4.5.2. Estudios actuales

La medida de pO, como factor predictivo de respuesta clinica se encuentra
actualmente validado. La variacién de la pO, intrapaciente es menor que la
variacion interpaciente, lo que permite dar solidez a los estudios realizados
usando esta técnica. Las medidas de pO, tumoral realizadas en dos localizaciones

distintas de cada tumor y en tres tipos histoldgicos distintos: La pO, media tumoral
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en tres tipos histolégicos distintos tumorales (cérvix, metastasis ganglionares y
sarcoma) fue de 4.5 mmHg, 12.6 mmHg y 18 mmHg, respectivamente (p<0.07) en
un importante estudio publicado por Brizel. Es mas, la heterogeneidad
intrapaciente fue menor que la heterogeneidad interpaciente para todos los
parametros medidos (Brizel et al., 1995). Estos resultados se confirmaron con

posterioridad por otros autores (Lyng et al., 1997; Wong et al., 1997).

Por otro lado, se ha visto que existe relacion entre de la pO, intratumoral
antes del tratamiento y factores prondsticos clasicos en carcinoma de cérvix
uterino (Tabla 3). Dos de estos estudios encontraron diferencias significativas en
los valores de pO, pre-tratamiento entre las pacientes con o sin afectacion
ganglionar pero no con el resto de los parametros. Sundfar encontrd significacion
prondstica para la fraccion de pO,<5 mmHg (p<0.03) (Sundfer et al., 1998). En el
estudio de Pitson se observd que el tamano tumoral y la pO, fueron las unicas
variables que podian predecir la respuesta de la enfermedad metastasica (p =
0.009 y 0.017, respectivamente). Ademas, se observdo un mayor riesgo en la
metastasis ganglionar o a distancia en pacientes con tumores hipdxicos, con

independencia del tamafio tumoral (Pitson et al., 2001).

Tabla 3. Relacion entre pO2 y factores prondsticos clasicos en carcinoma de cérvix

N de Tamafio
pacientes Hb Estadio ©) Grado Ganglios

Hockel (1993) 50 No No No

Hansgen (1997) 28 No No

Sundfgr (1998) 38 No No No No Si*
Cooper (1999) 19 No

Pitson  (2001) 128 No Si
Fyles (2002) 106 Si Si*
Fyles (2006) 107 Si Si

* p02<5mmHg

Algo parecido se observd en un estudio posterior, donde se vio que existia una
correlacion entre el estadio ganglionar y la oxigenacion (p = 0.006), siendo
pO.<5mmHg un factor predictivo independiente de la respuesta clinica en
pacientes con ganglios negativos (p = 0.007) (Fyles et al., 2002). En un estudio
prospectivo realizado en 107 pacientes con carcinoma de cérvix, se observd que
el tamano tumoral (p = 0.009), la presencia de afectacién ganglionar pélvica (p =
0.0004) y la presion del fluido intersticial (IFP) (p = 0.0005), eran factores
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predictivos de la supervivencia libre de enfermedad. El analisis también mostro
una interaccion entre el estadio ganglionar y la oxigenacion (p = 0.03) (Fyles et al.,
2006).

4.6. Relacion entre hipoxia y otros mecanismos celulares

Hipoxia y apoptosis (p53, Bax y Bcl2). En condiciones normales, p53 se mantiene a bajos

niveles en el citoplasma celular debido a una rapida degradacién mediada por MDM2
(que regula la actividad de p53 via ubiquitina/proteosoma). p53 es estabilizada por medio
de modificaciones post-trasduccionales (fosforilaciones y acetilaciones) en respuesta a
estrés celular derivado del dafio al ADN, la hipoxia, la deplecion de ribonucledtidos o la
activacion de oncogenes entre otros. Asi, p53 se convierte en una proteina funcional,
capaz de unirse a los elementos de respuesta de otros genes, para regular su
transcripcién e iniciar los programas celulares de detencién del ciclo celular, reparacion
del dafio al ADN y/o apoptosis. Se ha observado una relacién entre hipoxia y apoptosis.
La hipoxia celular induce la expresion de p53 en cultivos celulares. Asi, células con p53
normal responden a condiciones de hipoxia induciendo apoptosis, mientras que células
con p53 andmalo no mueren por apoptosis y son capaces de crecer bajo estas
condiciones (Graeber et al.,, 1996; Giaccia et al., 1998; Amellem et al., 1997; Zdlzer y
Streffer, 2002).

Kim publicé un interesante trabajo efectuado en linajes de células cervicales que
expresaban HPV16, concluyendo que las células derivadas de carcinoma cervical fueron
sustancialmente menos sensibles a la apoptosis inducida por hipoxia, lo que sugiere que
la integracion del ADN viral puede llevar a la inmortalizacion de la célula infectada por el
virus (Kim et al.,1997).

También se han llevado a cabo diferentes estudios a este respecto a nivel clinico.
Se ha observado una asociacion entre p53 y la hipoxia tumoral en 70 pacientes con
carcinoma de cérvix localmente avanzado. Los tumores hipdxicos tuvieron expresion
significativamente mayor de p53 en relacién a los carcinomas no hipéxicos (p = 0.012).
Ademas, la deteccion de p53 e hipoxia tumoral no tuvo impacto prondstico cuando se
analizaron por separado. Sin embargo, se asociaban con un peor prondstico de la
enfermedad cuando se analizaron conjuntamente. Estos datos sugieren que la hipoxia
tumoral podria inducir el crecimiento de células con una p53 andémala (Haensgen et al.,
2001). También se ha visto una relacién entre el indice apoptético y los cambios en la

oxigenacion tumoral pos-radioterapia (p = 0.002) (Sheridan et al., 2000).
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La hipoxia puede inducir apotosis a través de un mecanismo en el que estan
implicados el aumento de la permeabilidad de la membrana de las mitocondrias, la
subsecuente inhibicion de la cadena transportadora de electrones y el citocromo C. Esto
provoca la activacion de Bax (y Bak) que produce la salida del citocromo C al citosol. De
esta manera se ha observado que aquellas células deficientes en Bax son resistentes a la
apoptosis dependiente de la hipoxia (McClintock et al., 2002). Por otro lado, se ha
observado que las células pueden desarrollar mayor resistencia a la apoptosis bajo
condiciones de hipoxia severa (Dong et al.,, 2003). La traslocacion de Bax a la
mitocondria se ve suprimida en estados de hipoxia, lo que lleva a una reduccion de
citocromo C en el citosol, inhibiendo la cascada de sefalizaciéon que conduce a la muerte

celular (Greijer et al., 2004).

Aunque es controvertida, existe una relacién entre la proteina antiapoptética Bcl2
y la sobre-expresion de HIF-1 en distintos tipos tumorales (Bos et al., 2001; Koukourakis
et al., 1997). Los tumores que sobre-expresan HIF-1 tienen un comportamiento clinico
mas agresivo que puede ser explicado, al menos en parte, por una mayor resistencia a la
apoptosis. HIF-1 puede iniciar la cascada de apoptosis dependiente de hipoxia mediante
el aumento de la expresién de las proteinas que se unen a Bcl2 (BNIP3 y NIX), asi por
tanto a Bcl2 (Greijer et al., 2004).

Hipoxia vy reparacién del ADN (Ku70/80).

El complejo Ku, formado por los mondmenros Ku70 y Ku80, tiene un papel muy
importante en la reparacion no homoéloga del dafio al ADN. Se ha observado que los
niveles de expresion de Ku70 aparecen aumentados en el nucleo y periferia de regiones
infartadas del cerebro de ratas recién nacidas sometidas a isquemia (Meng et al., 2009).
Los niveles altos de Ku se mantenian en aquellas células que se encontraban en
proliferacion y por tanto, reparando el dafio producido por el infarto isquémico. Las
evidencias clinicas acerca de la relacion existente entre la hipoxia y Ku son practicamente
nulas. No obstante, en nuestro grupo hemos publicado reciente un trabajo que relaciona
ambas variables. Asi, observamos que la hipoxia bloquea los mecanismos de reparacion
no homologa del ADN a través de la disminucion de la expresion de Ku70/80 (Lara et al.,
2008). No obstante, la relacién existente entre la reparacion no homdloga y la hipoxia es
controvertida. Aun asi, existen diferentes trabajos que establecen una relacién entre
ambas variables (Meng et al., 2005; Sprong et al., 2006). La combinacion de este
fendmeno con otros, como el incremento de la angiogénesis o la alteracion en p53,

podrian ser responsables de la progresion tumoral del carcinoma de cervix.
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Hipoxia y angiogénesis (VEGF). La relacidon entre hipoxia y angiogénesis esta

perfectamente documentada en la bibliografia. La ausencia de oxigeno promueve el
aumento de HIF-1a que a su vez provoca el aumento de VEGF (Park et al., 2007). Este
factor de crecimiento seria el responsable del aumento de la angiogénesis para
contrarrestar la hipoxia. A nivel clinico, se ha observado que el incremento de la
angiogénesis en condiciones de hipoxia, unido a otros fendmenos como la disminucién
de la expresion de Ku70/80, podrian ser responsables de la progresion tumoral en
pacientes con cancer cervical (Haensgen et al., 2001; Lara et al., 2008). HIF regula la
expresion de mas de sesenta proteinas relacionadas con diversos aspectos de la biologia
del cancer, incluyendo supervivencia, invasion y angiogénesis (Quintero et al., 2004; Cao
et al., 2004).

Hipoxia y proliferacion celular. Los tumores con valores de pO, por debajo de la mediana

(19.7 mmHg) parecen tener una mayor fraccion de células en fase S (p<0.002) sin
modificacion de la expresion de ki67 (Hansgen et al., 1997). Varia extrajo la misma
conclusion al observar un gran numero de células en fase “S” en tumores cervicales en
condiciones de hipoxia (Varia et al., 1998). Por otro lado, en el estudio de Tsang, con 43
pacientes con carcinoma de cérvix en distintos estadios, no se encontré6 ninguna
correlacion entre los valores de pO; y la proliferacion, lo cual sugeria que son factores
predictivos independientes en este tipo tumoral (Tsang et al., 2000). Se ha observado que
el estado de oxigenacion pre-tratamiento puede predecir la supervivencia global, la
supervivencia libre de enfermedad, y/o el control local en pacientes con cancer cervical
(Hockel et al., 1993; Fyles et al., 1998; Knocke et al., 1999; Sundfgr et al., 2000; Fyles et
al., 2002; Hill et al., 2003).

Los hallazgos referidos al estado de oxigenacion tumoral y el progreso de la
enfermedad tumoral son numerosos. Asi, un estudio sobre la relevancia clinica de pO, en
pacientes sometidos a cirugia o radioterapia en cancer de cérvix uterino avanzado mostro
que, tras 19 meses de seguimiento, el nivel de pO.<10mmHg permitia discriminar
pacientes con cancer cervical hipoxicos de los no hipéxicos. Aquellos pacientes con pO,
>10mmHg tuvieron tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global
significativamente mayores que los pacientes con valores de pO, menores. El nivel de
oxigenacion tumoral, expresado como pO, media, era el factor prondstico independiente
mas fuerte para la supervivencia global (p = 0.006 y p = 0.004 respectivamente) y
supervivencia libre de enfermedad (p = 0.011 y p = 0.008 respectivamente) (Hockel et al.,
1993). El mismo autor, estudiando 103 pacientes con carcinoma avanzado de cérvix,

encontré peores datos de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global en
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pacientes con hipoxia tumoral, asi como peor respuesta al tratamiento en pacientes con
tumores hipoxicos (Hockel, 1996). Posteriormente, el mismo grupo observé que los
tumores cervicales hipdxicos y con bajos indices de apoptosis mostraban gran capacidad
de extensién linfatica y de recurrencia con independencia del tratamiento; demostrando,
por lo tanto, el comportamiento agresivo de esos tumores (Héckel et al., 1999). Por su
parte, Fyles confirmé la relacion entre hipoxia, recaida y supervivencia en pacientes con

cancer cervical (Fyles et al., 1998).

Knocke et al, comparando pacientes con tumores en distinto grado de oxigenacién
(pO2 £ 10mmHg), encontraron que la supervivencia libre de enfermedad era distinta entre
ambos grupos de enfermos (34 vs. 69%, respectivamente (p<0.02)). Ademas, el nivel de
oxigenacion, estadio y concentracion inicial de hemoglobina se mostraron significantes en
relacidon a la respuesta al tratamiento. También encontraron que la presencia de hipoxia
estd asociada con un peor control local asi como menor respuesta a la radioterapia en
pacientes con carcinoma cervical (Knocke et al., 1999). Los resultados relativos a la
relacion existente entre la hipoxia y el control de la enfermedad han sido reproducidos por
otros autores. Presiones parciales de oxigeno <6mmHg, en 40 pacientes con cancer de
cérvix uterino, se correlacionaban significativamente con esta variable. Aquellos
pacientes que presentaban estos bajos niveles de oxigenacion antes de iniciar el
tratamiento tuvieron una mayor probabilidad de control después de 50 meses de
seguimiento que pacientes con mayor pO,<5mmHg (p<0.001). La oxigenacion pre-
tratamiento era el factor predictivo mas importante para el control de la enfermedad, mas
importante que la oxigenacion después de 2 semanas de radioterapia o los cambios en la
oxigenacion durante este tiempo. También encontraron relacion significativa con la
supervivencia libre de enfermedad (p = 0.004) y la supervivencia global (p < 0.0001)
(Lyng et al., 2000). En analisis multivariante, Rofstad y colaboradores encontraron que los
valores de pO, por debajo del 5 mmHg eran el unico factor predictivo significativo para el
control loco-regional, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. El
fracaso del tratamiento fue principalmente resultado de la hipoxia inducida por la
radiacion (Rofstad et al., 2000). Estudiando 40 pacientes, Sundfgr y colaboradores
encontraron que la peor respuesta al tratamiento se asociaba con la baja tension de
oxigeno en tumor primario en los pacientes con carcinoma cervical avanzado. También
identificaron los valores de pO, por debajo de 5 mmHg como un importante factor
pronéstico para el control loco-regional, la supervivencia libre de enfermedad y la
supervivencia global (Sundfer et al., 2000). La supervivencia libre de progresion tumoral,

tras 3 afos de seguimiento para los pacientes con tumores con niveles de oxigenacién
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por debajo de 5 mmHg fue de un 37%, en comparacién con el 67% observado en

aquellos pacientes con tumores mejor oxigenados (p = 0.004) (Fyles et al., 2002).

Hill midi6 los niveles de hipoxia tumoral antes y durante el tratamiento, y los
relaciond con las medidas de Tpot y LI (Labelling Index) en pacientes con cancer de
cérvix uterino tratados con radioterapia radical. Observé una relaciéon entre la medida de
pO, antes del tratamiento y la respuesta al mismo, aunque la re-oxigenacién no mostro
ninguna relacion (Hill et al., 2003). Por otro lado, Nordsmark et al, en un estudio
prospectivo, analizaron el valor prondstico del oxigeno antes del tratamiento y no
encontraron relacién alguna entre la hipoxia y el control loco-regional o la supervivencia
global. Solo el tamafo del tumor (por arriba de 5 cm) y bajos niveles de hemoglobina pre-
tratamiento mostraron relacion con una peor supervivencia global (Nordsmark et al.,
2006).

Tabla 4. pO, antes del tratamiento en relacion con respuesta, recidiva y supervivencia libre de

enfermedad en carcinoma de cérvix

N° de ) ) o Supervivencia libre de
) Estadio Tratamiento Respuesta Recidiva
pacientes enfermedad

Hockel Cxylo RT . )

ocke 103 Ib-IVb/lla-IVa ) Si Si (AM)
(1996) con/sin QT

(fg'gg) 74 l1a/Ib-Ilb RT Si Si (AU)
Knocke ) )
(1999) 51 lla, llla/lb-IVb RT Si Si

Lyng . .

(2000) 40 lla-1Va/lb-Illb RT Si Si (AU)
Rofstad Ila-1Va/lb-Illb ) )
(2000) 32 RT Si Si (AM)
Sundfgr lla-1Va/lb-Illb ) )
(2000) 40 RT Si Si (AM)

Fyles lla/Ib-111b ) Si(AM)*
(2002) 106 RT Si

Hill ) )
(2003) 28 Ib-111b RT Si Si (AM)*

Nordsmark

(2006) 127 Ib-1V RT, Cx, QT No (AU, AM)

RT: radioterapia. Cx: cirugia. QT: quimioterapia. AM: analisis multivariante. AU: analisis univariante. *Solo en
pacientes con ganglios negativos.
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4.7. Angiogénesis en cancer de cérvix uterino

Las bases moleculares de la carcinogénesis y la metastasis han sido objeto de
extensos estudios. La metastasis es la causa mas importante en el fallo de los
tratamientos oncoldgicos y, por consiguiente, de la muerte del paciente (Bibbo &
Longatto, 2001). A través de un proceso lento y extremadamente complejo, las células
neoplasicas adquieren la capacidad para escapar del tumor, entrar en el torrente
sanguineo y asentarse en otra zona del organismo. Este fendmeno necesita de la
acumulacion de distintas alteraciones genéticas y celulares, que llevaran a una pérdida
del control del crecimiento celular, desregulacion de la motilidad, protedlisis, modificacion
de la respuesta inmune y la angiogénesis. Las células tumorales interaccionan con la
matriz celular a través de distintas glicoproteinas especificas, que actian como
receptores de superficie. Las células permanecen ancladas a su matriz celular a través
de proteinas como las caderinas. Distintas enzimas glicoliticas y las proteasas, como las
metaloproteinasas, las serinas proteasas, el uPA (urokinase plasminogen activator) y sus
inhibidores (PAI-1,2,3) y las catepsinas, tienen un papel fundamental en la degradacion
de la membrana basal, en la migracién celular y en la angiogénesis durante el fenomeno
metastasico. Finalmente, para que la metastasis se complete, las células tumorales
necesitan desprenderse de su tejido original, invadir el tejido adyacente y entrar en el
sistema circulatorio (linfatico o sanguineo); sobrevivir a la respuesta del sistema
inmunitario, llegar a otro 6rgano, extravasar el intersticio y después de inducir la

angiogénesis, multiplicarse para formar una colonia metastasica (Meyer & Hart ,1998).

La entrada de las células tumorales dentro de los vasos sanguineos, da lugar al
inicio de la diseminacién de las células cancerigenas desde el tumor primario a otros
organos. Esta primera fase no depende solo de las propiedades invasivas intrinsecas de
la célula tumoral sino también de la presencia de una red vascular que forme parte del
estroma. El crecimiento estimulado de nuevos vasos sanguineos puede originarse de dos

formas diferentes:

1.- El aumento del numero de vasos sanguineos aumenta el area de contacto entre las
células tumorales y las rutas de escape potencial, de este modo se aumenta la
probabilidad de extravasacion.

2.- Los vasos sanguineos tumorales desarrollan una morfologia distinta al sistema
vascular fisiolégico facilitando la entrada de las células. Estos vasos son mas largos,
tortuosos y presentan huecos debido al fraccionamiento de la membrana basal y a un

revestimiento incompleto de los pericitos.
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La propagacion hematdégena de las células cancerigenas puede ocurrir como
resultado de la metastasis linfatica, no solo sanguinea. Debido a que el sistema linfatico
drena al sistema venoso, y a que los ganglios linfaticos generan vasos sanguineos
aferentes y eferentes, las células tumorales circulantes por la linfa pueden entrar en la

circulacion sistémica sanguinea (Carmeliet et al., 2000).

La angiogénesis esta regulada por factores pro y anti-angiogénicos secretados por
el tumor (Folkman et al., 2003). Esta principalmente inducida por rutas de sefalizacion
transformante y por la hipoxia tumoral, lo que provoca el aumento en la expresiéon de
factores angiogénicos tales como VEGF y PLGF. Ademas, varios tipos de células del

estroma tumoral parecen contribuir en la angiogénesis:

- Las células endoteliales secretan factores angiogénicos que afectan al estado de

activacion del endotelio y su diferenciacion dentro de los vasos maduros.

- Los macrofagos y células mastoides secretan factores angiogénicos (VEGF, FGF-2,

TGF-B y IL-8, y MMPs) que activan formas latentes de estos factores de crecimiento.

- Los fibroblastos asociados al cancer secretan factores de crecimiento adicionales.

- Las citoquinas y quimioquinas modulan la matriz extracelular y las células del sistema

inmune o de la homeostasis tisular (Bergers et al., 2003; Joyce et al., 2005).

4.7.1. Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

VEGF es considerado uno de los factores mas importantes en la
angiogenesis tumoral, y es el unico mitdgeno que actua sobre las células
endoteliales de los vasos sanguineos. Se une a dos receptores tirosina kinasa:
VEGFR-1 y VEGFR-2, siendo este ultimo el principal mediador de los efectos
mitogénicos, angiogénicos y de incremento de la permeabilidad de VEGF.
VEGFR-1 tiene capacidad para secuestrar a VEGF y prevenir su interaccién con
VEGFR-2 (Ferrara et al., 2004). Hay datos que sugieren que VEGFR-1
desempefa un rol relevante en la hematopoyesis y en el reclutamiento de
monocitos y otras células que pueden residir en los vasos tumorales y promover la
angiogénesis (Hattori et al., 2002; Gerber et al., 2002). VEGFR-1 esta relacionado

con la induccién de metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y con la liberacion
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paracrina de factores de crecimiento desde células endoteliales (Le couter et al.,
2003).

La expresion génica de VEGF se ve aumentada por la hipoxia, a través de
HIF-1 (Safran et al., 2003); asi como por otras citoquinas como BFGF (fibroblast
growth factor beta), factor de crecimiento tumoral (TGFa) y factor de crecimiento
epidérmico (EGF). La mutacion de p53 disminuye la transcripciéon de VEGF
(Bouvet et al., 1998), lo que provoca una inhibicién de la angiogénesis. Altos
niveles de VEGF estan relacionados con una peor respuesta en varios tipos
tumorales incluyendo ovario (Paley et al., 1997; Yamamoto et al., 1997), mama
(Linderholm et al., 1998), y pulmén (Fontanini et al., 1999). Sin embargo, el
estudio de su expresion en relacidn a factores prondsticos clasicos en el
carcinoma cervical no ha mostrado correlacion en la mayoria de las series
publicadas (Tabla 5).

Tabla 5. Relacion entre angiogénesis y factores prondésticos clasicos

N° de Tipo Tamafio Invasién

pacientes Histoldgico (T) = Vascular Crngliioe

Tokumo (1998) 73 Si No No

Santn  (1999) 8 o

Kodama  (1999) 66 e No Si No No
Loncaster (2000) 100 B NE

Tjalma  (2000) 152 = e

Cheng  (2000) 135 Si Si Si
Lee (2002) 117 B &l
Mitsuhashi (2005) 78 o Si Si No
Goncharuk (2009) 75 Si Si Si

En pacientes con estadio IB y IIA de cancer cervical, la cantidad de
proteina VEGF aumentaba de forma significativa con el aumento del tamafo
tumoral (p = 0.013), la invasion linfovascular (p = 0.003) y la metastasis
ganglionares pélvica (p = 0.003) (Cheng et al., 2000). En pacientes con cancer
cervical estadio IB se observd que la metastasis ganglionar pélvica era
significativamente mas prevalente en pacientes con alta intensidad de VEGF que

en aquellos con baja intensidad (Lee et al., 2002).

Los datos referidos a la relacion entre VEGF vy el tipo histolégico no son del

todo claros. Se ha observado que la expresién de VEGF aparece aumentada en
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los adenocarcinomas en comparacion con los carcinomas epidermoides (Tokumo
et al., 1998), aunque estos resultados son contradictorios (Tjalma et al., 2000,
Mitsuhashi et al., 2005). Se ha observado que los niveles de VEGF son mayores
en los pacientes que en los controles sanos (p = 0.0002). Ademas, en carcinomas
epidermoides, las concentraciones de VEGF aumentaron significativamente
(pacientes frente a controles p <0.0001), al contrario que en los adenocarcinomas
(pacientes frente a controles p = 0.298). Los niveles de VEGF estaban
directamente relacionados con el tamafio del tumor y con el estadio, pero no con
la metastasis ganglionar (Mitsuhashi et al., 2005). Por su parte, los estudios de
Loncaster y Lee no encontraron diferencias significativas entre la expresion de
VEGEF vy el tipo histologico (Loncaster et al., 2000; Lee et al., 2002). En un reciente
estudio, Goncharuk y colaboradores demostraron que la expresion de VEGF se
correlacionada con el estadio (FIGO) de la enfermedad
(RR =0,52, p <0.05) y con el tipo histolégico (la expresion de VEGF fue detectado
en el 55,3% de los carcinomas de ceélulas escamosas y en el 68,4% de los
adenocarcinomas). También se observd correlacion entre la sobreexpresion de
VEGF vy el estado de los ganglios linfaticos de la pelvis (RR = 0,39, p <0.05). No
se establecié asociacién alguna entre la expresién de VEGF y metastasis a
distancia (p> 0.05) (Goncharuk et al., 2009).

Los niveles de VEGF aumentan progresivamente desde el epitelio normal
a carcinoma de células escamosas invasivo (p < 0.0001), y se correlaciona con la
proliferacion (PCNA) en carcinoma in situ (p < 0.01) y carcinoma microinvasivo (p
< 0.05) (Fujiwaki et al., 2000). Dai y colaboradores analizaron la expresion de
VEGF en relacion a diferentes tipos patoldgicos del cérvix, observandose una
mayor expresion de la proteina en carcinoma de cérvix en comparacién con el
tejido normal, el tejido inflamatorio y la neoplasia intraepitelial CIN (p < 0.001) (Dai
et al., 2005).

En cuanto a la relacién de VEGF con la supervivencia en carcinoma de
cérvix, la mayoria de los estudios encuentran una relacién significativa (Tabla 6).
Estadios tempranos de carcinoma de cérvix presentan una expresion aumentada
de VEGF, conformando un factor prondstico independiente de supervivencia libre
de enfermedad (p<0.001) y de supervivencia global (p=0.045) (Cheng et al., 2000;
Loncaster et al., 2000; Lee et al.,, 2002; Gaffney et al., 2003), aunque hay
resultados contradictorios (Tjalma et al., 2000). Kang y Hong mostraron en su

estudio que la tasa de supervivencia a cinco anos era de un 89% para el grupo
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VEGF negativo frente a un 47% para el grupo VEGF positivo (p = 0,02) (Kang y
Hong, 2004). En un estudio reciente donde se analizaron 150 pacientes con
carcinoma de células escamosas y 152 CIN, se observé que VEGF-C mostraba
un incremento lineal de su expresion, siendo menor para los CIN de bajo grado,
aumentando en los CIN grado lll y alcanzando los niveles mayores en cancer. No
obstante, VEGF-C no tuvo valor prondstico para la supervivencia (Branca et al.,
2006).

Tabla 6. Relacion entre VEGF y supervivencia en carcinoma de cérvix

N° de Estadio Supervivencia libre Supervivencia
pacientes de enfermedad global
Hawighorst 57 IA-IVB No (AU)
(1998)
Cheng 135 IB-11A Si (AM) Si (AM)
(2000)
Loncaster 100 IB-111B Si (AU) Si (AU)
(2000)
Tjalma 152 IA-IVB No (AU)
(2000)
Lee 117 IB Si (AM) Si (AM)
(2002)
Gaffney 55 IB-IVA Si (AM) Si (AM)
(2003)
Ryu 47 I-1IvV No (AU) *
(2003)
Kang & Hong 42 IB-1IV Si (AU)
(2004)
Gombos 111 IA-IB-11A Si (AU)
(2005)
Branca M 302 -1V No (AU /AM)
(2006)

AM: analisis multivariante. AU: analisis univariante. * Adenocarcinoma.

4.7.2. Medida de densidad de microvasos (MVD)

La medicion de microvasos intratumorales, constituye uno de los métodos
utilizados para estimar la angiogénesis tumoral. Estos microvasos pueden
identificarse utilizando técnicas de inmunohistoquimica que tinen las células

endoteliales. Mediante inmunohistoquimica (IHQ) es posible estimar la
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vascularizacion intratumoral i) cuantificando microvasos, ii) determinando la
distancia intercapilar y iii) la densidad de microvasos (MVD). Los anticuerpos mas
usados para ellos son los de tipo panendotelial, entre los que se encuentran el
anti-CD31, el anti-factor VIII y el anti-CD34. EI CD-31 identifica vasos largos y
pequenos en el tejido normal y tumoral. El antigeno CD34 marca células
endoteliales neoplasicas, aunque puede marcar, ademas, tumores vasculares,
capa de musculo de la aorta, fibroblastos, estroma cervical, células linfaticas del
endotelio y adipocitos, pudiendo interferir por tanto en el contaje de microvasos. El
anticuerpo antifactor VIII detecta capilares pudiendo tenir ademas vasos linfaticos
(Vieira et al., 2004).

La angiogénesis valorada mediante MVD ha sido asociada con el
pronostico. Los tumores con una alta densidad de microvasos, tienen un peor
pronéstico frente a los que tienen una menor densidad (Abulafia et al., 2000;
Lenczewski et al., 2002). Los estudios de angiogénesis en los que se utiliza MVD
en relacion con factores prondsticos clasicos en el carcinoma cervical, no han
mostrado correlacién en la mayoria de las series publicadas (Tabla 7). En tres
estudios se ha encontrado relaciéon entre MVD y la presencia de afectacion
ganglionar (Bremer et al., 1996; Lenczewski et al., 2002; Cantu et al., 2003).
Hockel y colaboradores analizaron el potencial angiogénico de las células
neoplasicas y su posible relacion con la malignidad del tumor y la vascularizacion

primaria del tejido huésped en pacientes con cancer cervical.

Tabla 7. Relacion entre MVD y factores pronosticos clasicos

Ne de Tipo Tamafo ~ Invasién )
) Método . . Estadio Ganglios
pacientes Histoldgico Q) Vascular

Wiggins  (1995) 29 Antifactor-VIII No Si No
Bremer (1996) 144 Antifactor-VIII Si
Avall-Lundqvist 113 Antifactor-VIlI No Si (1) Si (2) No No
(1997)
Kaku (1998) 53(3) Antifactor-VII| No No No
Zaghloul  (2000) 40 Antifactor-VIlI No No
Hockel (2001) 52 Antifactor-VIlI Si
Lenczewski 73 CD34 Si Si
(2002)
Cantu (2003) 118 CD34 Si
En-Lin S (2010) 159 CD34 Si Si

(1) Estadios IB-lIA (p<0.05), (2) solo entre estadios IB-IIA (p<0.01), (3) adenocarcinomas.
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La densidad vascular del tumor periférico se relacionaba con la densidad vascular
del estroma cervical normal y no dependia del tamafo tumoral, mientras que la
densidad vascular del tumor era independiente de la densidad vascular del
estroma cervical normal y disminuia con el aumento del tamafio tumoral (Hockel et
al., 2001). Ademas, se vio que MVD era un factor pronéstico significativo para la
supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad (Fox et al., 2001). En
el estudio de En-Lin y colaboradores, los niveles de expresion de MVD y VEGF se
correlacionaron positivamente con la expresion de EFEMP1 (Epidermal growth
factor-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1), una proteina que
participa en el proceso angiogénico que ademas parece estar relacionada con
metastasis a ganglios linfaticos, invasion vascular y con una pobre supervivencia
global ( En-Lin S et al., 2010).

La mayoria de los estudios publicados coinciden en considerar la
neovascularizacién como un factor prondstico independiente de la supervivencia
en carcinoma cervical (Tabla 8). Asi, cuanto mayor es la vascularizacién, menor
es la supervivencia (Bremer et al., 1996; Dellas et al., 1997; Tjalma et al., 1998;
Obermair et al., 1998), aunque hay trabajos publicados en los que no se

estableci6 dicha relacion (Avall-Lundqvist et al., 1997; Hawighorst et al., 1998).

En el estudio de Cantu et al. se analizé la expresion de MVD en 118
pacientes con carcinoma epidermoide cervical en estadio II-lll tratados con
radioterapia. La supervivencia libre de enfermedad era menor para el estadio II1A
con MVD>20 y para el estadio IIB (p = 0.0193, p < 0.05, respectivamente), pero no
para los pacientes con estadio llIB (p = 0.1613). Ademas, se observaba una
menor supervivencia global en pacientes con MVD>20 (p = 0.0316). Aquellos
pacientes con estadio IIA-B y MVD>20 presentaban una supervivencia global
menor (p = 0.0008, p < 0.05, respectivamente). No ocurria lo mismo para el
estadio IlIB (p = 0.14). Los pacientes menores de 40 afios y MVD>20 tenian peor
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad (p = 0.0029) (Cantu et
al., 2003). En adenocarcinomas precoces de cérvix uterino, los pacientes con
altos niveles de MVD tenian una peor supervivencia libre de enfermedad (p =
0.018) y supervivencia global (p = 0.019) que pacientes con un bajo MVD (Kaku et
al., 1998). Estudios posteriores han confirmado estos resultados (Lee et al., 2004).
Zaghloul y colaboradores analizaron 40 pacientes con carcinoma de cérvix

escamoso tratados con radioterapia y observaron que la supervivencia libre de
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enfermedad a los 3 afos era del 18% para aquellos pacientes que tenian una
medida de MVD por encima de la media, mientras que fue de 86% para aquellos
pacientes con MVD por debajo de la media. Ademas, observaron una fuerte
correlacion entre el estadio IA y el nivel de MVD. Asi, aquellos pacientes en
estadio IA y baja expresién de MVD tenian una supervivencia libre de enfermedad
a los 3 afos del 100% (Zaghloul et al., 2000).

Tabla 8. Relacion entre MVD y la supervivencia

N° de . Supervivencia  Supervivencia

pacientes causa-especifica global
Schlenger (1995) 42 Antifactor-VIII Si (AU/M) Si (AU/M)
Rutgers (1995) 70 Antifactor-VIII No (AU) No (AU)
Bremen (1996) 144 Antifactor-VIII Si (AM)
Avall-Lundqvist (1997) 113 Antifactor-VIII No (AU) No (AU)
Dellas (1997) 138 Anti-CD31 Si (AM)
Obermair (1998) 166 Antifactor-VIII Si (AM)
Tjalma (1998) 134 Anti-CD31 Si (AM)
Davison (1998) 75 Anti-CD31 Si (AU)
Hawighorst (1998) 33 Antifactor-VIII No (AU)
Kaku (1998) 56 Antifactor-VIII Si (AU) Si (AU)
Cooper (1999) 74 Antifactor-VIII Si (AM)
Tjalma (2000) 152 Anti-CD31 Si (AU)
Zaghloul (2000) 40 Antifactor-VIII Si (AU)
Cantu (2003) 118 CD34 Si (AB) Si (AB)
Lee (2004) 39 CD34 Si (AM)

AM: analisis multivariante. AU: analisis univariante.

Varios estudios han mostrado una correlacién entre la MVD vy la expresion
de VEGF (Tokumo et al., 1998; Fujimoto et al., 1998), aunque hay autores que no
han encontrado esa relacion (West et al., 2001). Se ha visto que una elevada
expresion de VEGF se asociaba a bajos niveles de MVD en pacientes con cancer
cervical invasivo (Tjalma et al., 2000). Ademas, hay estudios en donde se observa
una relacion significativa entre MVD, el estadio IA, la proliferacién y la hipoxia

tumoral.
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4.8. Invasion y metastasis

El fenotipo tumoral invasivo se caracteriza por la expresion de varias clases de
moléculas entre las que se incluye receptores de adhesion celular (caderinas e
integrinas), metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y otras proteinasas (factores de
crecimiento y sus receptores) (Cairns et al., 2003). Estas moléculas pueden modificar la
composicion de la matriz extracelular circundante y pueden modular la expresion génica
en células vecinas no neoplasicas (Duffy et al., 1996). Durante la progresion y metastasis,
se producen una serie de procesos entre las células del tumor y su estroma,
principalmente mediados por el contacto directo célula-célula, citoquinas y factores de
crecimiento. Tal senalizacién puede activar el microambiente tumoral desarrollando

cambios morfolégicos que dan lugar a la invasion y metastasis (Mueller et al., 2004).

4.8.1. Proteinas de adhesion celular

Las células epiteliales presentan una gran variedad de interconexiones
moleculares. Una de estas conexiones, especifica de la membrana celular, se
denomina unién adherente. Las moléculas responsables de dicha adherencia son
las caderinas (Bibbo & Longatto, 2001).

En mamiferos se identifican tres tipos del cadherinas: E-caderina (epitelial),
N-caderina (nervioso y muscular) y P-caderina (placentaria). Las mutaciones en el
gen de la E-caderina se relacionan con neoplasias de células aisladas, como los
carcinomas difusos de estémago y el carcinoma lobulillar de mama (Machado,
1999). La fraccidén extracelular de E-caderina forma interuniones con las
moléculas de E-caderina de las células vecinas, mientras que su porcidn
intracitoplasmatica se une al citoesqueleto a traves de las cateninas. De éstas, la
3-catenina es la responsable de la unién con la actina del citoesqueleto (Barth et
al., 1997). La R-catenina es la mediadora entre el sistema de adherencia celular y
otras proteinas relevantes en cancer tipo c-erbB2 (Bibbo & Longatto, 2001). C-
erbB2 es responsable de la fosforilacién de la R-catenina, alterando su conexion a
la E-caderina, disminuyendo la adherencia celular y favoreciendo la invasién. La
pérdida de funcién (o de expresion) de las caderinas determina la pérdida de
adhesion de células y su desprendimiento del tumor, facilitando, de esa manera, el
escape de esas células hacia los tejidos circundantes. El gen de la E-caderina es
un supresor de tumores que aparece mutado en un 40-60% de los carcinomas

lobulillares de mama (Bibbo & Longatto, 2001). En muchos canceres de origen
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epitelial, la adhesion célula-célula mediada por la E-caderina se pierde con la
progresion tumoral, correlacionandose con tumores de alto grado, asi como con

una peor supervivencia del paciente (Hirohashi et al., 1998).

La pérdida de interaccion de E-caderina con el citoesqueleto produce
cambios en la actividad de la familia de las GTPasas RhoA, mas concretamente
Rac1, Cdc42 y RhoA, asi como la reorganizacién de la actina del citoesqueleto.
Cdc42 y RhoA ejercen actividades pro-migratorias. Rac induce lamelipodios que
permite el tropismo celular, Cdc42 une la actina dentro del filopodio y Rho
ensambla la actina dentro de fibras tensas (Kopfstein y Chirstofori et al., 2006). En
este proceso y en otras fases de la cascada metastasica, intervienen factores
derivados del huésped, factores derivados del sistema del complemento, péptidos
del colageno, trombospondina y factores dependientes de las células tumorales
(Hart et al., 1996).

4.8.2. Rotura de la membrana basal

La rotura de la membrana basal es un proceso activo que requiere de la
sintesis de enzimas proteoliticas. La lisis se produce en una zona localizada y
cercana a la superficie tumoral. El grupo de proteinasas envueltas en el
remodelado de la matriz extracelular comprende cuatro familias de proteinas;

serina, cisteina, aspartico y metaloproteinasas.

1. Serinproteasas: son activadores del plasminégeno a plasmina. Actian
favoreciendo la degradacion de las glucoproteinas de la matriz.

2. Metaloproteinas: la mas estudiada es la colagenasa, secretada por los
fibroblastos, que degrada el colageno intersticial y el de la membrana basal.

3. Cisteinproteasas: entre ellas se encuentra la catepsina, que posee actividad
endopeptidasa. Los niveles de catepsina secretados en carcinoma de mama estan
relacionados con su potencial metastasico (Bibbo & Longatto, 2001).

4. Aspartico: Varias integrinas (familia de moléculas que participan de la
adhesion celular) se unen al ligando a traves del acido aspartico que forma parte
de una secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) o de otros péptidos que
contienen dicha secuencia. Cambios en la conformacion o secuencia del RGD

modifican o inhiben las propiedades de adhesion celular (Yamada et al., 1991).
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El sistema del plasmindgeno, esta relacionado con la fibrinolisis y la
degradacién de la matriz extracelular por activacion de las metaloproteinasas de la
matriz. Las células endoteliales quiescentes expresan constitutivamente t-PA
(activador de plasminégeno tisular). Los fendmenos de proteolisis se previenen
por la expresion concomitante de PAI-1 (inhibidor del activador del plasminégeno).
Cuando las células endoteliales migran, se sobreexpresa uPA, uPAR y PAI-1.
Dependiendo de la situacion, PAI-1 se expresa tanto por las células endoteliales
como por las no endoteliales (estromal o epitelial), donde juega un papel en la

preservacion de la integridad de la matriz (Bibbo & Longatto, 2001).

Las células tumorales penetran en los vasos sanguineos y linfaticos en
forma de agregados homo o heterotdpicos. A través de estos vasos van a circular
interactuando con otras células sanguineas. El 80% de las células llegara a los
tejidos periféricos y sélo el 0.01% conseguiran formar colonias metastasicas. (De
vita et al., 2000).

4.8.3. Adhesién de la célula tumoral a la matriz extracelular

La extravasacion de las células tumorales es un prerrequisito durante la
metastasis hematdégena. Las células tumorales se adhieren a la membrana
endotelial provocando la retraccién del endotelio. Tras la extravasacion, las
células invasoras se adhieren inmediatamente a la membrana basal, donde son
cubiertas por las células endoteliales, quedando, por lo tanto, aisladas de la
circulacion. A las 8-24 horas degradan la membrana y la atraviesan, invadiendo el
tejido al que llegan (Leber y Efferth et al; 2009). En este proceso estan implicadas
distintas glicoproteinas presentes en la matriz extracelular, como las integrinas,
que se unen a distintas proteinas del estroma como la fibronectina, fibrina,
vitronectina, colageno tipo | y trombospondina. De forma general, las células
neoplasicas producen menos integrina que las células normales, lo que facilitara
su motilidad dentro de los vasos y, por consiguiente, el aumento de la capacidad
de invasion. Sin embargo, algunos estudios apuntan que las células neoplasicas
elaboran nuevas integrinas que, paraddjicamente, ayudarian en la motilidad y
facilitarian la interacciéon de las células tumorales con las proteinas de la matriz
(Nicolson, 1998). Cuando la célula tumoral llega a un érgano secundario, el factor
tisular, a través de la activacion de trombina, dispara la formacioén de fibrina. En
sinergia con otras proteinas de adhesion tales como la vitronectina, la laminina y

la fibronectina, la fibrina forma una matriz provisional que sostiene la angiogénesis
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y el crecimiento del tumor. Estos componentes de la matriz controlan la
proliferacion celular, la migracién, la supervivencia y la apoptosis a través de
interacciones con moléculas de adhesidon expresadas en la superficie celular, que
producen la proliferacion de las células tumorales, formando colonias. Este
fendbmeno es favorecido por factores de crecimiento y estimulantes de la
angiogénesis. La metastasis puede permanecer subclinica durante afos
dependiendo del equilibrio entre la proliferacion, la apoptosis y la actividad
angiogénica (De Vita et al., 2001). Para que la metastasis pueda tener lugar, se
deben superar las defensas inmunologicas del huésped. Los mediadores basicos
del sistema de defensa son los linfocitos T y B. Las células T citotéxicas CD8+
junto con las natural killers (NKs) son los efectores de la eliminacion de la célula
tumoral. Las células T helper CD4+ juegan un papel importante en la induccién de
la inmunotolerancia, la cual no soélo permite el crecimiento del tumor sino también

propicia la metastasis (Curiel et al., 2004).

4.8.4. Inhibidor del activador del plasminogeno (PAI-1)

El potencial invasivo de las células tumorales deriva de su capacidad para
inducir la formaciéon de nuevos vasos y su capacidad de degradar la membrana
basal y los componentes de la matriz extracelular. El sistema activador del
plasmindgeno esta implicado en los procesos de remodelacién del tejido y juega
un papel importante en la invasién tumoral y la metastasis. Las principales
proteinas integrantes de este sistema son: el activador del plasmindgeno tipo
urokinasa (uPA), los inhibidores del activador del plasminégeno tipo 1 y tipo 2
(PAI-1y PAI-2) y el receptor especifico (UPAR).

PAI-1 tiene numerosas y complejas funciones. Principalmente controla la
actividad proteolitica e influyen en la migracién celular y la promocién o inhibicion
de la célula tumoral indiferenciada a través de la interaccion con vitronectina. En
varios cultivos celulares y modelos animales se ha encontrado que PAI-1 tiene un
efecto pro-angiogénico, controla la migracion celular y protege la matriz
extracelular de una degradacion excesiva (Rakic et al., 2003). El efecto de PAI-1
es dosis dependiente, siendo pro-angiogénico a concentraciones fisiolégicas y
antiangiogénico a niveles altos de expresion, aunque los resultados son
contradictorios (Devy et al., 2002; Bajou et al., 2004). El efecto pro-angiogénico y
pro-migratorio de PAI-1 concuerda con los datos clinicos que indican que una alta

expresion tumoral de PAI-1 se correlaciona con un peor prondstico en una
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variedad de tumores (Andreasen et al., 2000; Foekens et al., 2000; Rakic et al.,
2003; Allgayer et al., 1998; Stephens et al., 1998; Look et al., 2002). En un estudio
en donde se analizaron 2780 pacientes con cancer de mama, PAI-1 fue un factor
predictivo de peor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global en
pacientes con ganglios negativos y positivos (Foekens et al., 2000). Estos datos
concuerdan con los publicados por Hansen, donde se observo que el nivel de PAI-
1 era un marcador prondstico de la supervivencia libre de enfermedad en
pacientes con cancer de mama primario (Hansen et al., 2003). En el estudio de
Pappot et al., pacientes de cancer de pulmén con alta expresién de PAI-1 y baja
expresion del complejo uPA-PAI-1, mostraban peor supervivencia (riesgo relativo
= 3.06, p= 0.01) (Pappot et al., 2006). En cancer de cabeza y cuello, altos niveles
de PAI-1 estaban asociados con una menor supervivencia libre de enfermedad (p
< 0.01). El unico factor relacionado con la supervivencia global fue la invasion
perineural (p =0.045). La combinacién de altos niveles de PAI-1 y la invasion
perineural eran predictivos de un menor intervalo libre de enfermedad (p = 0.01)
(Speleman et al., 2007).

Tabla 9. Relacidn entre PAI-1y supervivencia en distintos tipos tumorales

N° de Tipo de Supervivencia libre  Supervivencia

pacientes tumor de enfermedad Global
Kobayaski  (1994) 62 Cérvix Si (AM) Si (AM)
Allgayer (1998) 203 Gastrico Si (AM) Si (AM)
Stephens  (1998) 131 Ovario Si (AM) Si (AM)
Foekens (2000) 2780 Mama Si (AM) Si (AM)
Look (2002) 8377 Mama Si (AM) Si (AM)
Hansen (2003) 228 Mama Si (AU) Si (AU)
Hazelbag  (2004) 108 Cérvix Si (AM) Si (AM)
Hundsdorfer (2005) 153 Cavidad Oral Si (AM)
Pappot (2006) 929 Pulmoén Si (AU)
Speleman  (2007) 46 Cabeza y Cuello Si (AU)
Di Bernardo (2009) 698 Pulmon Si (A.M)
Colin (2009) 52 Glioblastoma Si(A.U)

AM: analisis multivariante. AU: analisis univariante.

Hay muy pocos estudios acerca del valor prondstico de PAI-1 en cancer
cervical. En pacientes con lesiones epiteliales escamosas y carcinoma invasivo de
cérvix, el aumento del nivel de PAI-1 en estadios II-IV de carcinoma invasivo

demostraba el papel de estos componentes en la invasidon y metastasis tumoral
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(Daneri et al., 1998). Riethdorf y colaboradores observaron que PAI-1 aumentaba
significativamente en carcinoma de células escamosas invasivo de cérvix, en
comparacion con las lesiones intraepiteliales escamosas (Riethdorf et al., 1999).
Un nimero muy limitado de estudios relacionan la expresién de PAI-1 con una
peor supervivencia en carcinoma de cérvix. Kobayashi y colaboradores analizaron
la expresion de PAI-1 en un grupo de 62 pacientes en estadio Il de cancer cervical
y observaron que el porcentaje de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global era peor en pacientes con altos niveles de PAI-1 que en
aquellos que no expresaban la proteina (Kobayashi et al., 1994). Estudios mas
recientes en carcinoma escamoso, observaron que el marcaje de PAI-1 en células
de carcinoma cervical se asociaba con peor supervivencia global (p = 0.04) y
supervivencia libre de enfermedad (p = 0.02). En un subgrupo de pacientes con
metastasis nodo linfatica negativa, PAI-1 era un factor predictivo de peor
supervivencia global (p = 0.04) y supervivencia libre de enfermedad (p = 0.03).
Ademas, el marcaje de PAI-1 estaba relacionado de forma significativa con el
estadio (p = 0.04), siendo mayor el porcentaje de PAI-1 en el grupo perteneciente
al estadio 1B2 (grupo que, ademas, tenia el peor porcentaje de supervivencia).
También se encontré que un alto marcaje de PAI-1 estaba relacionado con la
presencia de metastasis a distancia (p = 0.01) y recidiva de la enfermedad (p =
0.01) (Hazelbag et al., 2004). En un trabajo reciente en pacientes con
gliobastoma, Colin y colaboradores encontraron que la sobreexpresion de PAI-1
influia significativamente sobre la supervivencia global (p = 0.012) (Colin el al.,
2009). Mas aun, PAI-1 se mostré fuertemente asociada con la supervivencia

global en 698 pacientes con cancer pulmonar (Di Bernardo et al., 2009).

- Proliferacién y apoptosis

Altos niveles de expresion de PAI-1 favorecen una respuesta proliferativa de
células. Esto se ha observado tras la lesidon exdgena de vasos sanguineos (Peng
et al., 2002). Las células de la capa muscular de los vasos sanguineos que sobre-
expresan PAI-1 son resistentes a la apoptosis y presentan mayores tasas de
proliferacion (Schneider et al., 2004). PAI-1 tiene capacidad para inhibir a
caspasa-3 (Zoellner et al., 1998), lo que llevaria a una inhibicién de FLIP (FLICE-
like inhibitory protein). FLIP, a través de vias de sefializacion dependientes de
Fas, provocan la induccion de la proliferacion de linfocitos (Lens et al., 2002).
Ademas, se han establecido conexiones con NF-kappaB y Erk (Kataoka et al.,
2002).
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Hay evidencias que sostienen que PAI-1 podria estar relacionado con la
regulaciéon de la apoptosis en células sanas y tumorales. Mas concretamente,
parece que esta proteina es un factor que favorece la supervivencia de las células
tumorales (Kwaan et al., 2000), lo que ayuda a entender por qué los tumores que
sobre-expresan PAI-1 tienen un peor prondéstico. Se ha observado que esta accion
esta relacionada con cambios en los niveles de expresion de proteinas anti- y pro-
apoptoticas de la familia Bcl-2 (Soeda et al., 2001). Aquellas lineas celulares de
fibrosarcoma deficientes en PAI-1 crecen de manera mas moderada que las no
deficientes (Rgmer et al., 2005). No obstante, las vias de sefalizacion intracelular
que median la accién anti-apoptética de PAI-1 son desconocidas. Se sabe que
PI3K/Akt esta involucrado (R@mer et al., 2008). Es mas, el silenciamiento de PAI-1
reduce el nivel de activacion de Akt y hace a las células mas sensibles a la
apoptosis (Romer et al., 2008). No obstante, otros estudios han encontrado una
relacién inversa entre PAI-1 y Akt (Balsara et al., 2006; Kortlever et al., 2006). El
tipo celular y la malignidad de la célula puede condicionar la accion final de PAI-1
sobre Akt.

- Hipoxia y angiogénesis

Los niveles de expresién de PAI-1 pueden verse intensamente aumentados bajo
condiciones de hipoxia (Gertler et al., 1993), aunque los mecanismos postulados
para explicar este fendbmeno son varios. Se han identificado en la proteina
distintos elementos de respuesta a hipoxia que sirven como lugar de unién para
HIF-1 (Kietzmann et al., 1999; Zhang et al., 2004). A través del factor de
transcripcion SP1, existe un vinculo con otras vias de sefalizacién mediadas por
Smad3 y TGFp, relacionadas con la modulacion de la maquinaria transcripcional
de la célula (Datta et al., 2000). La inhibicion del sistema Erk MAP kinasa suprime
la induccidn de la expresion de PAl, sin modificar los niveles de HIF, cosa que no
ocurre si lo que se inhibe es el sistema PI3 kinasa que afecta a ambos factores de
transcripcion (Zhang et al., 2004). Se ha observado en linea celular de hepatocito
humano (HepG2), que IGF-1 es capaz de aumentar la expresion de PAI-1 a través
de un mecanismo que incluye el aumento de los elementos de respuesta a hipoxia
y de los niveles de HIF (Dimova et al., 2005). La inhibicién de PI3 kinasa y de
Erk1/2 kinasa, asi como la induccién del dominante negativo Raf-1, eran capaces
de suprimir el efecto inductor iniciado por IGF-1 (Dimova et al., 2005). Por el
contrario, el factor estimulante USF-2A parece competir con HIF-1 por los
elementos de respuesta a hipoxia de PAI-1, disminuyendo su expresion

(Samoylenko et al., 2001). Por ultimo, el factor de transcripcion Net, parece ser
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capaz de inhibir la expresion de PAI-1 en condiciones de hipoxia, aunque el
mecanismo de accién aun es desconocido y se desconoce realmente el papel que
esta molécula tiene (Fink et al., 2002; Gross et al., 2007). En cualquier caso, todos
estos estudios moleculares se han llevado a cabo en distintas lineas celulares, y

poco se sabe del efecto in vivo global.

Los niveles de PAI-1 aparecen alterados en distintas patologias asociadas
con la remodelacion vascular. Existen diversos estudios que han sugerido que
PAI-1 tiene un efecto estimulante sobre la angiogénesis (Isogai et al., 2001). En
lineas celulares deficientes de PAI, la angiogénesis queda totalmente abolida, y
puede ser restablecida mediante a adicién exdgena de PAI (Devy et al., 2002). La
accion angiogénica de PAI parece ser dual y dosis-dependiente, de tal manera
que a concentraciones fisiolégicas parece tener un efecto pro-angiogénico,
mientras que a altas concentraciones el efecto es anti-angiogénico (Devy et al.,
2002).

4.9. Reparacion del dafio al ADN tras la radiacion

Las alteraciones en la secuencia del ADN pueden producirse por causas
intrinsecas (errores en la replicacion) o por cambios quimicos espontaneos generados en
las bases nitrogenadas. Los cambios mas importantes se producen por errores
ocasionados por i) agentes ambientales (quimicos, radiacién), ii) agentes bioldgicos
(virus) y iii) otros agentes generados dentro de la célula durante el metabolismo (p.e.:
especies reactivas del oxigeno). La reparacion del dafo es determinante para la
supervivencia de la célula. Los defectos en la reparacién del ADN pueden generar
importantes alteraciones genéticas asociadas con multiples enfermedades entre las que

se encuentra el cancer.

Los tipos de dafio que sufre el ADN son: formacién de dimeros, formacion de
aductos, dano oxidativo de una base, entrecruzamientos intra e inter-catenarios,
entrecruzamientos DNA-proteina, roturas simples y doble de la cadena de ADN. En una
poblacion celular normal el numero de células debe mantenerse estable de manera que
las pérdidas celulares por agresiones sean compensadas por la produccion de nuevas
células, a este comportamiento se le denomina cinética celular. Solo en los embriones y
en los tumores existe un aumento real de células. La "Teoria del blanco" define la
respuesta celular a la irradiacion, y asume tres postulados: i) en las células de los

organismos vivos existe una zona sensible denominada blanco celular (ADN), ii) la



53

ionizacion del blanco lleva a la inactivacién de la célula irradiada vy iii) la interaccién entre
radiacion y blanco celular es de tipo probabilistica. Las células eucariotas tienen una gran
capacidad para reparar el dafo que la radiacién produce sobre el ADN, por ello cada
impacto sobre la célula no lleva a la muerte de la misma (hacen falta varios impactos).
Por ello, las lesiones que la radiacién produzca sobre una célula pueden ser de varios

tipos:

Lesiones subletales: La lesion producida, no conlleva la muerte celular, sino que esas
lesiones pueden ser reparadas por mecanismos enzimaticos.

Lesiones letales: No pueden ser reparados. Son lesiones irreversibles que conllevan la
muerte celular.

Lesiones potencialmente letales: La lesiéon es grave y de muy dificil reparacion. La
reparacion de los dafios va a depender de los requerimientos de dicha célula (si se

encuentra en reposo en mitad del ciclo celular, fundamentalmente).

Asi, dosis bajas de radiacion so6lo producen unas cuantas lesiones letales y
producen muchas lesiones subletales que son facilmente reparadas. A medida que
aumentamos la dosis de radiacion administrada, se produce un mayor numero de
lesiones letales, debido a la mayor acumulacion de lesiones subletales, lo que conlleva

igualmente a la muerte celular.

Fraccion superviviente

Dosis (cGy)

Figura 4. Curva de supervivencia a la radiacion de una poblacion de células eucariotas.

Existen distintos mecanismos de reparacion del dafo. Cada proceso de
reparacion posee un componente de reconocimiento del dano que es especifico para
cada tipo de lesién (Friedberg et al., 2003). Las bases dafiadas pueden ser reparadas por
excision de un nucledtido (NER), por excisién de una base (BER) o mediante reparacion

mal emparejada (mismatch repair (MMR)). El dafio inducido por la radiacion en el DNA
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implica, la expresion de dos protein-quinasas: ATM (Ataxia Teleangiectasia mutated) y
ATR (ATM and Rad3-related). ATM es el mediador mas importante del dafno inducido por
radiaciones ionizantes. ATR es el principal mediador del dafio inducido por radiacién
ultravioleta. Una vez se ha producido el dafio, ATM y ATR acumulan y activan a p53, uno
de los principales reguladores del punto de restriccion o "check point G1", que a su vez
induce la sobreexpresion dep21/cip, un inhibidor de ciclina E/Cdk2, lo que induce la
detencion del ciclo celular en G1. Pero ATM y ATR también inducen el bloqueo del
checkpoint en fase S, a través de la inactivacion de Cdc25, un factor liberador de los
complejos ciclina E/Cdk2 y ciclina A/Cdk2. Una via alternativa con un mecanismo poco
claro, es la que incluye la formacién de una macroproteina (BRCA 1-associated genome
surveillance complex) formada por ATM, NSB1 (Nijmegen Break Syndrome) y BRCA 1.
Finalmente, el checkpoint de fase G2 es regulado primariamente por ATR, a través de la
activacién de chks1, que inhibe Cdc25 y por tanto mantiene inhibido el complejo ciclina
B1/Cdk1, impidiendo la sintesis de DNA (Sun & Yang, 2010).

La radiacién ionizante produce una variedad de dafios en el ADN tales como:
dafo oxidativo de una base, roturas dobles y simples de cadena (DSB y STB), asi como
multiples dafios locales a través de interacciones directas e indirectas. Las lesiones mas
complejas (DSB y lugares de dafio multiple) requieren de otras estrategias de reparacion
denominadas recombinacion homodloga (HR) y no homodloga (NHEJ). La diferencia
fundamental entre estos mecanismos de reparacién es que la recombinacién homéloga
(HR) promueve una reparacion del dafo de manera precisa, copiando la informacién
intacta de una cadena de ADN molde homdloga no dafiada; mientras que NHEJ es un
mecanismo independiente de la homologia que simplemente une extremos rotos. NHEJ
es el mecanismo predominante responsable de la reparacion de la mayoria de las roturas
dobles de cadena en las células somaticas. La proteina de reparacion del dafio, Ku, en
este sistema de reparacion es absolutamente esencial para el mantenimiento de la
estabilidad genémica. Se ha visto que Ku participa en los mecanismos de proliferacion y
supervivencia de las células cancerigenas. La expresion de Ku se encuentra controlada
de tal forma que la sobreexpresion de la proteina promueve fenotipos oncogénicos
(incluyendo hiperproliferacion y resistencia a la apoptosis), mientras que la baja/nula
expresion de Ku conduce a una inestabilidad gendmica y oncogénesis. Tales
observaciones indican que Ku puede actuar tanto como oncoproteina como supresor
tumoral (Gullo et al., 2006).
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4.9.1. Proteina Ku70/80

La recombinacién no homologa (NHEJ) necesita de proteinas de union
terminal que funcionan como factores de reparacién. En este proceso participa la
proteina Ku, formada por Ku70 y Ku80 (para algunos autores ku86), que junto con
DNA-PKcs forman el complejo DNA-PK. La proteina heterodimérica Ku se
encarga de unirse a los cortes del ADN sin discriminar la naturaleza del corte, y
activa a DNA PKcs para que realice la reparaciéon (Walker et al., 2001). Ku esta
presente de forma abundante en el nucleo, y ademas de estar implicada en la
reparacion del ADN, realiza funciones de mantenimiento de los telomeros y la

apoptosis.

Koike observé que Ku70 podia translocarse al nucleo sin necesidad de
heterodimerizacién con Ku80 y de forma independiente a la autofosforilacion con
DNA-PK (Koike et al.,, 2000). Se ha sugerido que la amplificaciéon y
sobreexpresion de Ku70 puede modificar la funcién de Ku70 en el complejo DNA-
PK, afectando el mantenimiento de la estabilidad gendémica y la reduccién de
frecuencia de mutaciones (Leskov et al., 2003). Por su parte Myung et al,
mostraron que la pérdida de Ku86 (o Ku80) producia retraso en el crecimiento,
hipersensibilidad a la radiaciéon ionizante, aumento de los niveles de p53 y

acortamiento de telomeros (Myung et al., 2004).

Proliferacion y apoptosis. Se ha demostrado que la proteina Ku puede estar

presente en otras estructuras subcelulares. Ku70 inhibe la apoptosis uniéndose a
la proteina pro-apoptética Bax e inhibiendo su translocacion a la mitocondria. Por
lo tanto, Ku70 tiene una funcién citoprotectora en el citosol controlando la
localizacion de Bax (Sawada et al., 2003; Chang et al., 2008). Bcl-2 regula
negativamente la reparacién de las roturas dobles de cadena de ADN
interaccionando con los mecanismos de reparacién no homéloga donde Ku70/80
es clave (Wang et al.,, 2008). Esta funcidon antiapoptética estd mediada por el
dominio carboxilo terminal de Ku70 y es independiente de Ku80. Ademas, la
proteina Ku participa en los fendmenos de adhesion célula-célula y célula-matriz,
participando en los procesos proteoliticos extracelulares a través de su interaccion
especifica en la superficie celular a través de la metaloproteasa 9. Esto sugiere
que la funcién de Ku en la superficie celular puede ser importante en la invasion
tumoral (Muller et al., 2005).
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El papel de Ku70/80 en la proliferacion celular y regulacién del ciclo de las
células es menos evidente, existiendo muy poca bibliografia al respecto. El
heterodimero Ku70/80 + DNA-PKcs aumenta la accién de la ADN ligasa IV. Esta
proteina es importante para los fendmenos de reparacion no homoéloga (Espejel et
al., 2002). Se ha observado que NHEJ puede ser un mecanismo responsable en
la formacion de las uniones de teldmeros, fase esencial en el ciclo celular
(Critchlow y Jackson, 1998), protegiendo a los segmentos finales de los
cromosomas de posibles fusiones. Utilizando técnicas de inmunoprecipitaciéon de
cromatina, se ha observado que Ku70/80 y DNA-PKcs tienen un papel protector
sobre los telémeros, y a la postre, sobre el ciclo celular (d'Adda di Fagagna et al.,
2001; Hsu et al., 1999). Ku70/80 puede tener cierta importancia en los procesos
de reparacion de los telémeros antes del inicio de cada ciclo celular (Lansdorp,
2000).

Hipoxia y angiogénesis. La relacion entre la deplecion de oxigeno y los niveles de

Ku70/80 es controvertida desde el momento en que hay trabajos publicados que
no han observado modulacién alguna de NHEJ por la hipoxia (Bindra et al., 2004;
Sprong et al., 2006). No obstante, otros autores han reportado modulacién de la
expresion de genes relacionados con NHEJ, entre los que estarian Ku, DNA-PKcs
y ADN ligasa, entre otros (Meng et al., 2005). En un estudio realizado por nuestro
grupo en pacientes con cancer cervical, se observd una disminucion de los niveles
de proteina de Ku70/80 en cortes de tejido de aquellos pacientes que presentaban
mayores niveles de hipoxia (Lara et al., 2008). Ademas, se observé una estrecha
relacion entre la hipoxia y la angiogénesis, probablemente mediada por VEGF. La
inhibicion de NHEJ a través de la disminucion de Ku, unido a un aumento de la
angiogeénesis, podrian ser importantes mecanismos relacionados con la

promocion y progresion tumoral.

4.9.2. Proteina Ku70/80 y radioterapia

Los fenémenos que dafan el genoma inducen rutas que activan
mecanismos de reparacién del ADN, producen parada del ciclo celular y
desencadenan la apoptosis. Entre los tipos de dafo inducidos por la radiacion

ionizante, las roturas dobles de cadena (DSB) son las mas letales.

Brown et al, investigaron los efectos de la radiacion gamma sobre los

niveles celulares de la proteina Ku, observandose que la irradiacion producia una
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estimulacion de los niveles celulares de Ku70 (que se acumulaba en el nucleo)
pero no de Ku80. Ademas observaron que el aumento de Ku70 tras la irradiacion
utilizaba mecanismos dependientes de p53 y ATM. Sin embargo, la activacion de
DNA-PK no requeria del aumento en los niveles de Ku70 (Brown et al., 2000). Los
estudios que han analizado la relacién entre el heterodimero Ku y la respuesta a
la radiacion ionizante en distintos tipos tumorales han dado resultados

controvertidos.

En un estudio realizado por Bjork-Eriksson, se evalué la relacién entre la
expresion de los componentes de DNA-PK vy la radiosensibilidad celular mediante
la determinacién de la fraccién de supervivencia tumoral (SF2) en canceres de
cabeza y cuello. No se encontré relacién alguna entre SF2 y la expresion de DNA-
PKcs o Ku70/80, lo que descartaba la determinacion de la expresion
inmunohistoquimica de DNA-PK en este tipo tumoral como ensayo predictivo de
radiosensibilidad tumoral (Bjork-Eriksson et al., 1999). Sakata et al, analizaron la
expresion de Ku70, Ku85, DNA-PKcs, XRCC4 y Nbs1 en tejido normal y tumoral
(laringe, orofaringe, pulmén, mama, pancreas, entre otros) de 134 pacientes que
desarrollaron diferente radiosensibilidad sin encontrar diferencias en la expresion
de las proteinas entre el tejido canceroso y su tejido normal correspondiente, ni
entre los tejidos tumorales con distinta radiosensibilidad (Sakata et al., 2001). Sin
embargo, la expresion de Ku70 y la actividad DNA-PK se correlacionaba con la
sensibilidad a la radiacion en lineas celulares de cancer esofagico (Zhao et al.,
2000). En pacientes con carcinoma rectal, la sobreexpresion de las proteinas
Ku70 y Ku80 se correlacionaba con la radio-resistencia tumoral (Komuro et al.,
2002), y en un estudio posterior se observé que una alta proporcion de células
tumorales de carcinoma nasofaringeo Ku70 positivas eran responsables del
fenotipo radio-resistente de las células tumorales, reflejando la capacidad de Ku
para reparar el dano del ADN en las células tumorales (Lee et al., 2005). En los
estudios realizados en carcinoma de cérvix, tampoco se observa una clara
relacion entre la expresion del heterodimero y la respuesta a la radiaciéon
ionizante. Mediante analisis por microarrays se identific6 un grupo de genes
relacionados con la radiosensibilidad en carcinoma de células escamosas de
cérvix, comparando los perfiles de expresién de 9 tumores radio-sensibles y 10
radio-resistentes obtenidos por biopsia antes del tratamiento. Las células
deficientes en XRCC5 (gen que codifica para la proteina Ku80) eran
hipersensibles a la radiacion ionizante. De este modo, la sobreexpresién de este

gen se observaba en células de céncer radio-resistentes, siendo XRCC5 uno de
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los genes mas importantes en la determinacion del destino de las células cuando

se encuentran bajo estrés causado por la radiacion (Kitahara et al., 2002).

Algunos estudios, relacionan la expresion del heterodimero Ku con la
supervivencia en carcinoma cervical (Tabla 10). Wilson et al., observaron en 53
pacientes con cancer de cérvix uterino una relacion entre la radiosensibilidad
tumoral (medida mediante SF2) y la expresion de Ku70 (p = 0.057) y Ku80
(p=0.19). Todos los tumores con baja expresion de Ku70 y Ku80 eran
radiosensibles. Ademas, se observdé una mayor supervivencia en pacientes con
baja expresion de Ku70 (p = 0.046). Esta diferencia también se observé para Ku80
pero no era estadisticamente significativa (p = 0.087). El hecho de que pacientes
con una baja expresion de Ku70 tengan un mejor pronéstico de la enfermedad
sugiere que los tumores con capacidad para reparar el dafio son los que
sobreviven y proliferan después del tratamiento (Wilson et al., 2000). Harima, por
su parte, observé en 89 pacientes con carcinoma de cérvix uterino una diferencia
significativa en la supervivencia global entre los pacientes que no expresaban
Ku80 y aquellas que expresaban la proteina (p = 0.04). Aunque no se examinaron
los niveles de Ku70, la estabilidad del polipéptido Ku80 es dependiente de la
expresion de Ku70 en cancer cervical. De este modo, en tejidos donde se
expresaba Ku80 se admitia que Ku70 se expresaba de forma similar (Harima et
al., 2003). En pacientes con carcinoma endometrial, aunque la supervivencia libre
de enfermedad era significativamente mayor en pacientes con niveles por debajo
del valor medio de Ku70 (p < 0.05), la supervivencia global no mostré diferencias

significativas (Saygili et al., 2004).

Tabla 10. Relacion entre Ku70/80 y supervivencia en distintos tipos tumorales.

Supervivencia

Nf’ de Marcador Tipo de libre de Supervivencia

pacientes tumor i global
Wilson  (2000) 77 Ku70 Cérvix Peor (AU)
Komuro (2002) 96 Ku70/86 Rectal Peor (AU)
Friedberg (2003) 79 Ku86 Amigdala Mejor (AU)
Harina  (2003) 89 Ku80 Cérvix Peor (AU)
Saygili  (2004) 81 Ku70 Endometrio Peor (AU) No (AU)
Grabsch (2006) 242 Ku70/80 Colorrectal No No
Pavén (2008) 75 Ku70 Cabeza/cuello Mejor (AU) Mejor (AU)

AM: analisis multivariante. AU: analisis univariante.
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En 66 pacientes con carcinoma nasofaringeo tratados con radioterapia, se
observo que la tasa de control locoregional a los 5 anos era significativamente
mayor en el grupo de pacientes con una baja expresion de Ku (p = 0.0042). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas respecto a la supervivencia
libre de enfermedad entre ambos grupos (Lee et al., 2005). En un estudio reciente
realizado en carcinoma colorrectal no se encontrd relacion significativa entre
Ku70/Ku80 y la supervivencia (Grabsch et al.,, 2006). Pavon y colaboradores
observaron que los pacientes que expresaban altos niveles de Ku70 mostraban
una mayor supervivencia libre de recurrencia local y una mayor supervivencia
global (Pavén et al., 2008).

En cuanto a la relaciéon de Ku con factores clasicos de pronéstico, en la
mayoria de los estudios no se observa relacion significativa (Wilson et al., 2000;
Harima et al., 2003). En el estudio de Korabiowska en pacientes con carcinoma de
la cavidad oral, se observo una relacion entre Ku70/80 y el grado tumoral asi
como con la afectacion ganglionar. La expresion de Ku70 se observo en un 87.5%
de los tumores de grado 1 y de grado 3 y en el 82.9% de carcinomas de grado 2.
Ku80 se observé en el 87.5% de los tumores de grado 1, 82.9% de grado 2 y en
todos los tumores de grado 3. Se observaron células Ku70 positivas en el 90.5%
de los tumores sin afectacion ganglionar y en un 80% de los tumores con
afectaciéon ganglionar. Ademas, se vieron relaciones similares en la expresién de
Ku80 (Korabiowska et al., 2006). En cuanto a la relacion con otros marcadores
pronésticos no se han encontrado diferencias significativas. En el estudio de
Wilson et al., se analizé la relaciéon entre Ku y Ki67 sin observarse correlacion

entre la proliferacion tumoral y la expresién de Ku70 o Ku80 (Wilson et al., 2000).

4.10. Proteinas de resistencia a drogas

Las células tumorales insensibles a las drogas antineoplasicas poseen un fenotipo
de resistencia a drogas. Las proteinas que pueden estar envueltas en esta resistencia
estdn asociadas al transporte de xenobidticos: P-glicoproteina, la proteina 1 de
resistencia a multidroga, la proteina de resistencia en cancer de mama y la proteina

relacionada con la resistencia en pulmén (LRP).
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Varios mecanismos pueden contribuir a que se desarrolle una quimio-resistencia:

* Amplificacién o aumento de la expresion de la familia P-glicoproteina de
transportadores de membrana (Ej: MDR1, MRP, LRP), los cuales favorecen la
eliminacion de la quimioterapia.

 Cambios en las proteinas celulares envueltas en la detoxificacion (ej:
Dihidrofulato reductasa, metalotioneinas, glutation S-transferasa pi) o activacion
de drogas quimioterapéuticas (DT-diaporasa, citocromo P-450 reductasa).
 Cambios en moléculas envueltas en la reparacion del ADN (ej: DNA
topoisomerasa Il, p21WAF1/CIP1).

» Activacién de oncogenes tal como Her-2/neu, Bcl-2, Bcl-XL, c-myc, ras, MDM2 o

mutacion de p53.

A la proteina LRP se la llamo6 posteriormente proteina vault mayor (MVP). MVP es
el componente principal de las particulas vaults multiméricas. En su forma humana, el
complejo Vault estd compuesto por particulas de ribonucleoproteina que se encuentran
en el citoplasma de las células eucaridticas y que se constituye por multiples copias de
tres proteinas: la proteina vault de mayor peso molecular (MVP) y dos proteinas vault
menores (VPARP y TEP1), ademas de moléculas de ARN sin traducir. MVP supone mas

del 70% de la masa total del complejo (Steiner et al., 2006).

Los estudios de vaults en mamiferos ha puesto de manifiesto que el complejo
contiene al menos, cuatro componentes distintos (Kedersha et al., 1986): tres proteinas
de alto peso molecular y varias moléculas pequefias de ARN no traducido. La proteina
Mr100.000 (masa relativa), conocida como major vault protein (MVP), domina la
estructura y constituye mas del 70% de la masa molecular del complejo. Dos proteinas
adicionales, Mr193.000 y 240.000, componen las proteinas menores de vaults. Se ha
observado que la subunidad Mr193.000 presenta actividad poli (ADP-ribosa) polimerasa
(PARP), motivo por el cual ha esta unidad se la ha llamado vault PARP (VPARP o p193)
(Kickhoefer et al., 1999). La subunidad Mr240.000 presenta cierta similitud con la proteina
asociada a la telomerasa 1 (TEP1) (Kickhoefer et al., 1999). Ademas, esta subunidad de
vault es compartida con al menos otro complejo de ribonucleoproteina, el complejo
telomerasa. Por ultimo, la vault ARN (VARN) representa aproximadamente el 5% de la
masa total de vaults (Kedersha et al., 1986). Un modelo estequiométrico ha propuesto
que cada particula de vaults se compone por 96 moléculas de MVP, 8 moléculas de
VPARP, 2 moléculas de TEP1 y al menos seis moléculas de vVARN (Kong et al., 2000).
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~67 nm

Figura 5. Estructura de Vault presente en higado de rata (resolucioén, 3.5 A).
H Tanaka et al., 2009 (Science, 323: 384-388)

El gen humano para el MVP, localizado en el cromosoma 16p13.1-p11.2 (Slovak
et al., 1995), se expresa de manera diferencial en los diferentes tejidos. Asi, los tejidos
que presentan mayores niveles de MVP son pulmén, higado e intestinos; mientras que
por otro lado, el musculo esquelético y el cerebro presentan niveles relativamente bajos
de esta proteina. Es de destacar que el supresor de tumores PTEN parece interactuar

tanto con MVP como con vaults (Yu et al., 2002).

El gen que codifica para la proteina Mr193.000, llamada VPARP, se encuentra en
el cromosoma humano 13q11 (Still et al., 1999) y esta heterogéneamente expresada en
los tejidos humanos. El mayor nivel de VPARP se detecta en el tejido renal (van Zon et
al.,, 2003). La proteina VPARP humana es también conocida como PH5P (Jean et al.,
1999) y ADPRTL1 (Still et al., 1999). Contiene una regién de unos 300 aminoacidos
(aminoacidos 257-563) que presenta un 28% de secuencia idéntica con el dominio
catalitico de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP1) (van Zon et al., 2003). Se ha
demostrado que VPARP cataliza la ribosilacién ADP de si mismo y, en menor medida de
MVP (Kickhoefer et al., 1999). Aun no se conoce la importancia de la actividad de VPARP
para la funcion de vaults. Es importante destacar que las particulas del complejo vaults
mantienen esta actividad enzimatica. La Poli ADP-ribosilacion de las proteinas constituye
una modificacion postraduccional reversible que juega un papel importante en el

mantenimiento de la estabilidad genomica del ADN (Smith, 2001).
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Se ha establecido que la proteina menor de vault (Mr240.000) es idéntica a la
proteina asociada a la telomerasa 1 (TEP1). El gen TEP1 en humanos ha sido localizado
por inmunofluorescencia de hibridacion in situ (FISH) en el cromosoma 14q11.2 (Saito et
al., 1997). El papel de TEP1 dentro del complejo telomerasa no esta claro, sin embargo,
se ha demostrado que TEP1 interactia especificamente con la ARN telomerasa
(Harrington et al., 1997; Nakayama et al., 1997).

Vaults ARN (VARN) constituye menos del 5% de la masa del complejo y se cree
que es una particula funcional mas que un componente estructural, ya que la degradacion
de la VARN no afecta a la estructura de valts (Kedersha et al., 1986; Kedersha et al.,
1991; Kickhoefer et al., 1993; Kong et al., 2000). El gen vARN es diferente para cada
especie, presentando desde 86 hasta 141 bases. De la misma manera, los niveles de
expresion varian en organismos distintos. Las ratas y los ratones solo expresan una
VARN unica de 141 bases, mientras que las ranas toro (Rana catesbeiana) expresan dos
tipos de VARN de 89 y 94 bases. Curiosamente, los seres humanos presentan tres tipos
de VRNAs (hvg1, hvg2 y hvg3) de 98, 88 y 88 bases, respectivamente. La razén exacta
de la existencia de multiples vVRNAs en algunas especies es desconocida (van Zon et al.,
2003). Se ha demostrado que los tres VRNAs humanos estan vinculados al complejo
vault en una proporcion que no refleja sus niveles de expresion. Al parecer, los VARNs
humanos individuales poseen afinidades diferentes para con TEP1. La mayor parte de
VARN asociados a vaults son del tipo hvg1, y solo pequenas cantidades de hvg2 y hvg3
(van Zon et al., 2003). Curiosamente, en al menos tres lineas celulares resistentes a
multiples drogas, el tipo hvg3 esta consistentemente asociado en comparacidén con sus
contrapartes sensibles a los medicamentos (van et al.,, 2001). Esto sugiere que la
proporcion en que los tipos de VARN aparecen asociados a vaults puede ser de
importancia funcional. Ademas, es interesante destacar, respecto a la funcién de la
VARNS, su asociacién con el complejo vaults en distintas lineas celulares humanas de

cancer.

Algunos estudios indican que MVP podria estar implicado en las reacciones de
tipo inmunolégico. Asi, se ha observado un significativo aumento de los niveles de
expresion de VRNA en respuesta a la infeccion por el virus de Epstein-Barr (EBV)
(Mrazek et al., 2007; Motsch et al., 2007). También se ha sugerido que la induccién de
VARN juega un papel importante en la inmunidad innata (Taganov et al., 2006), asi como
en los fenomenos de transformaciéon maligna (Volinia et al., 2006). Experimentos FISH
contra hvg1 han demostrado una localizacion cerca del nucleo de las células B infectadas

por el EBV. Esta observacion llevé a los autores a especular acerca de la posibilidad de
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que VARN/vaults podrian estar implicadas en la defensa anti-viral a través de un

mecanismo de transporte nucleo-citoplasmatico (Berger et al., 2009).

Tanto los macréfagos como las células dendriticas son células que expresan altos
niveles de vaults (Izquierdo et al., 1996; Schroeijers et al., 2002; Sunnaram et al., 2003).
Distintos estudios han puesto de manifiesto que existe una alta expresion de MVP/vaults
durante la maduracién de las células dendriticas a partir de monocitos derivados de la
sangre, las células mononucleares CD34+ o células de leucemia mieloide cronica
(Schroeijers et al., 2002). En este estudio, la aplicacion de anticuerpos anti-MVP llevé a
una reducida viabilidad de las células dendriticas maduras productoras de
lipopolisacaridos y del factor de necrosis tumoral (TNFa). Ademas, bloqued la expresion
de marcadores de la diferenciacion/maduracion celular, la capacidad de inducir la
proliferacion de células T antigeno-especificos y la liberacién de interferébn gama. Estos
hallazgos sugieren un papel central de vaults en el apoyo a la maduracién de células

dendriticas y, en consecuencia, de las respuestas inmunes.

Recientemente se ha publicado una nueva funciéon de vaults para la inmunidad
innata, donde MVP/vaults eran proteinas esenciales para la resistencia del huésped
contra la infeccion pulmonar por Pseudomonas aeruginosa basado en la efectiva
internalizacion y el despacho del agente patdégeno (Kowalski et al., 2007). Los
mecanismos moleculares que subyacen a este importante papel de MVP en la inmunidad
innata son confusos hasta ahora. Entretanto, se sugiere que podrian estar implicadas
cualquiera de las funciones de regulacion del citoesqueleto necesarios para la formacion
de lipidos, o los impactos sobre las vias de sefializacién como la MAPK (Berger et al.,
2009).

Como se ha dicho anteriormente, estudios en donde se analizé la expresion de
MVP/LRP demostraron un incremento en la expresion de la proteina en muchas lineas
celulares de cancer quimio-resistentes, asi como en muestras de tumores primarios de
diferentes origenes histogenéticos. Ademas, varios estudios clinico-patolégicos mostraron
que la expresion de MVP es un factor pronéstico independiente de peor respuesta a la
quimioterapia y/o supervivencia global y/o libre de enfermedad. La estructura en forma de
barril y la localizacion subcelular del complejo vault, contribuirian a su funcion en el
transporte intracelular. Mossink et al, postularon que vaults contribuye a la resistencia a
droga a través de distintos mecanismos: i) transportando al agente quimico fuera de sus
dianas intracelulares, ii) secuestrandolo dentro de vesiculas exocitéticas, iii) participando

en la compartimentacion intracelular y/o transporte de biomoléculas. Ademas, vaults
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tendrian un importante papel en el mantenimiento de la estabilidad genémica (Mossink et
al., 2003).

Ademas de su funciéon como transportadora, Vaults y MVP se han asociado a
varios procesos celulares propios del desarrollo tumoral, como la movilidad y la
diferenciacion celular. Se ha observado una relacion entre la expresiéon de MVP vy el
grado de la enfermedad en ciertos tipos de cancer, lo que sugiere una participacion
directa en el desarrollo y progresion tumoral. Aun se postula que MVP podria estar
involucrada en importantes rutas de sefalizacion celular, incluyendo las rutas PI3K/Akt y
la MAPK (Steiner et al., 2006).

4.10.1. LRP/MVP

Vaults transportan drogas y otros xenobidticos lejos de sus dianas
subcelulares mediante mecanismos de extrusion de estas sustancias desde el
nucleo o el secuestro de las mismas en vesiculas de exocitosis. En tal escenario,
vaults podrian funcionar como transportadores citoplasmaticos y/o nucleares de
farmacos asociadas a la membrana, quiza relacionandose con otras proteinas
transportadoras de la familia ABC presente en las distintas membranas
intracelulares. Por otra parte, las caracteristicas y la localizacion de dos proteinas
de vaults menores, TEP1 y VPARP, posiblemente implique que vaults cumpliria
alguna funcién en la proteccion del genoma vy, por lo tanto, contribuiria a constituir

un perfil de farmacorresistencia (Marieke et al., 2003).

Las proteinas de resistencia a multidrogas (MDR), entre las que se
encuentran Pgp, LRP y MVP, realizan una serie de funciones relacionadas con los
procesos de detoxificacion celular. Asi, aumentan la actividad detoxificadora de
las enzimas glutation  S-transferasa (GST) y 06-alquilguanina-ADN
alquiltransferasa; altera la actividad de la enzima topoisomerasa 11; y aumenta la
expresion génica de la metalotioneinas (Vendrik et al., 1992; Mattern et al., 1993).
Estas proteinas de resistencia a droga, estdn presentes en distintos tejidos
normales y malignos. En las células normales, la mayoria de estas proteinas
presentan un papel protector contra las sustancias toxicas. Hay evidencias que
sugieren que las células conservan esta funcion también cuando adquieren un
fenotipo maligno, manteniendo e incluso potenciando la capacidad celular para

eliminar compuestos de tipo quimioterapico (Mattern et al., 1993).
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Figura 6. Representacion esquemactica propuesta para las funciones de Vault, incluyendo los
procesos de transporte (1-6), captura de drogas (7) y modulacion de la sefial de transduccion (8).
Leyenda: (Transporte =), (Estimulaciéon —*), (Interaccion =), (Inhibicion 1) (Steiner et al., 2006).

Las particulas vaults realizan una multitud de funciones celulares que
estan fundamentadas por su distinta morfologia, la estructura de multiples
componentes, y la interaccién con otras proteinas; ademas de haberse observado
en extensas investigaciones en cultivos celulares y modelos animales, asi como

en muestras clinicas (Steiner et al., 2006).

La cavidad central de vaults es lo suficientemente grande como para incluir
complejos de hasta 330 A de diametro (Kong et al., 1999), o para secuestrar a
cientos de proteinas menores. En los vaults del erizo de mar parecen haber
componentes adicionales de proteinas en el rango de peso molecular de 14-55
kDa, que podrian corresponder a una funcién especifica y exclusiva en esa
especie (Stewart et al., 2005). Por ello, la criomicrografia de las vaults del erizo de
mar (Stewart et al.,, 2005) y de rata (Kong et al., 1999), contienen a menudo
mayor densidad dentro de la cavidad central en forma de barril, que se ha
atribuido al contenido molecular de las distintas masas por particula (Steiner et al.,
2006).
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En un estudio elaborado por Chugani et al. se encontré6 una pequena
porcién de las vaults de la rata, asociados con la envoltura nuclear v,
posiblemente, con el complejo del poro nuclear (NPC), lo que sugiere que vaults
actuarian como lanzaderas entre el nucleo y el citoplasma (Chugani et al.,
1993). La masa, el diametro y la forma de vaults son similares a las que presenta
la clavija central de la NPC. Hasta hace muy poco, sin embargo, vaults no habia
sido detectada dentro de la NPC. Utilizando microscopia crioinmunoelectrénica e
inmuno-tincion, Slesina et al. fueron los primeros en localizar a MVP dentro de
NPC, proporcionando un indicio mas para comprender las funciones de

MVP/vaults y su relacion con las NPC (Slesina et al., 2005).

Hasta ahora, muy pocos estudios han podido asignar una funcién para las
particulas vaults. Es el caso de la accion en el receptor de estrogeno
(Abbondanza et al., 1998), los ribosomas (Hamill et al., 1997), PTEN (Yu et al,
2002), y SHP-2 (Kolli et al., 2004). Abbondanza et al., utilizando vaults purificadas
a partir de células MCF-7 de cancer de mama, observd la presencia del receptor
de estrégenos en estas preparaciones. Ademas, el tratamiento de células con
estradiol resulté en una mayor cantidad de MVP presente en el extracto nuclear y
co-immunoprecipitacion con el receptor de estrégeno. Estos interesantes
resultados sugieren que vaults puede tener un papel en el transporte nucleo-
citoplasmatico del receptor de estrogenos (Abbondanza et al., 1998). También se
ha observado que vaults podrian desempenar un papel en el ensamblaje de
ribosomas y/o transporte de los ribosomas del ndcleo (Hamill et al, 1997). De
hecho, varios informes recientes indican que parte de los MVP celulares si estan
presentes en el nucleo delular (Cheng et al., 2000; Slesina et al., 2005; Stewart et
al., 2005), coincidiendo con el modelo inicial de vaults como vehiculos de

transporte entre el citoplasma y el niucleo (Chugani et al., 1993).

Ademas de la funciéon como transportador nucleo-citoplasma, también se
han sugerido otras funciones de transporte para vaults como la importacion
vesicular en el contexto de la exocitosis (Suprenant, 2002; Mossink et al., 2003) y
a lo largo del citoesqueleto (Herrmann et al., 1999; Eichenmuller et al., 2003). Por
ejemplo, en las extensiones neuriticas de células PC12 diferenciadas, hubo una
casi total coincidencia entre la disposicion de microtubulos y la localizacion de
vaults. Ademas, se observod cierto de grado de coincidencia entre vaults y otros
marcadores vesiculares (Herrmann et al., 1999). Distintos estudios realizados con

microscopia inmunoelectrénica revelaron una estrecha asociacion entre MVP y
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vesiculas sinaptica en las terminales nerviosas colinérgicas de la raya eléctrica
(Herrmann et al., 1996). Sin embargo, en todos estos casos, la naturaleza de la

funcién sigue siendo un enigma.

Un estudio realizado en células de carcinoma de faringe, la cuales presentaban
alta expresion de LRP, demonstroé una posible participacion de esta proteina en el
transporte nucleocitoplamatico de drogas, dando como resultado la presencia de
un fenotipo de resistencia a multidrogas (MDR). Tanto las células de carcinoma de
faringe sensibles como las resistentes fueron sometidas a diferentes
concentraciones de benzopireno y de doxirrubicina. Tras verificar la distribucién
intracelular de estas drogas por microscopia de fluorescencia, se observd que las
células sensibles presentaban un acumulo mas pronunciado en el nucleo (lugar de
accion de estas drogas), que en el citoplasma, lo que resulta en una mayor
sensibilidad a estos agentes. Por otro lado, las células resistentes presentaban
mayor acumulo en el citoplasma, alejandose, por lo tanto, de su sitio de accion.
Este experimiento, asi como otros, sugieren que MVP puede ser muy relevante
en el desarrollo del fenotipo MDR (Cheng et al., 2002). Por su parte, Silva et al.
publicaron que lineas celulares resistentes a multiples drogas (pulmén, mieloma y
carcinoma de mama), presentaban niveles elevados de MVP. Es mas, se ha
demostrado recientemente que el MVP no es suficiente para originar al fenotipo
MDR aisladamente. De hecho, vaults constituye un complejo de multiples
subunidades que necesitan interactuar para generar el fenotipo MDR (Siva et al.,
2001).

La proteina MVP puede ser encontrada fisiologicamente en el célon,
pulménes, tubulos contornados proximales renales y corteza adrenal (Filipits et al.,
2000). Ademas, se expresa intensamente en tejidos expuestos a agentes
xenobioticos durante largos plazos; como el epitelio bronquial, la corteza adrenal y
los macréfagos (Van Zon et al., 2003). MVP puede generar mayor o menor
sensibilidad a la quimioterapia en distintos tipos tumorales, principalmente en el
pulmén, asi como en leucemias, linfomas y tumores sélidos (Raaijmakers et al.,
1998; Mossink et al., 2003; Schneider et al., 2001). También participa en la
resistencia a la adriamicina, y se cree que pueda estar asociado con los
fendmenos de resistencia algunos casos de neoplasias mamarias; aunque los
mecanismos de accion subyacentes no han sido claramente dilucidados
(Schneider et al., 2000).
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Estudios en mielomas y otras neoplasias humanas, han visto relacién entre
la expresion de MVP vy la resistencia a agentes alquilantes como el melfalano en el
caso del mieloma multiple (Mossink et al.,, 2003; Raaijmakers et al., 1998).
Ademas, la expresion de MVP en células tumorales esta asociada a la resistencia
a doxorrubicina, vincristina, carboplatino, etoposideo, paclitaxel y gramicidina D
(Filipits et al., 2000). La expresion de MVP también ha sido asociada a una
respuesta deficiente a la quimioterapia y a una menor supervivencia en caso de
linfomas de células B, lo que sugiere que esta proteina pueda ser un factor de
resistencia clinicamente relevante en casos de linfoma (Filipits et al., 2000). En el
caso de leucemia mieloide aguda, se ha observado que existe una co-expresion
de Pgp, MRP1 y MVP. Generalmente las peores respuestas al tratamiento y
menores tasas de supervivencia son observadas en pacientes que co-expresaron
estas proteinas. Ademas, el mejor pronédstico lo tenian aquellos pacientes
negativos para esta co-expresion (Mossink et al., 2003). La existencia de la co-
expresion de estas proteinas ya fue descrita previamente por otros autores en

pacientes con carcinomas de ovario (Moran et al., 1997).

En relacion a los tumores sélidos, la expresion de MVP fue abordada en
cancer de ovario, mama y en neoplasias de epitelio bronquial, colon, recto,
melanoma, osteosarcoma y neuroblatoma (Mossink et al., 2003). Asi, pocos
estudios han evaluado el papel de MVP en tumores sodlidos. En el cancer de
ovario avanzado FIGO estadio lll/1V, el 77% de los pacientes expresaban MVP en
el momento del diagnéstico. También se ha observado una cifra similar en el
mismo tipo de tumor localizado en estadios iniciales (FIGO estadio I/ll). En el
cancer de ovario avanzado, se ha encontrado una correlacion entre la expresion
de MVP y la falta de respuesta al tratamiento asi como con una supervivencia
global mas corta. Este resultado no se reprodujo en el cancer de ovario en etapas
tempranas. Por contra, la expresion MVP en cancer de ovario en fase inicial se
asocié con las variables de pronéstico mas favorables (lzquierdo et al., 1995;
Artes et al., 1999).

En el caso del cancer de mama, en dos estudios en que se utilizo la
inmunohistoquimica para valorar la expresion MVP, se observé que la expresion
vario de un 69 hasta un 75% sin diferencias significativas entre las muestras
obtenidas al momento del diagndstico o en recaida después de la quimioterapia

(Linn et al., 1997). Un segundo estudio obtuvo resultados similares: 68% de los
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pacientes con media/alta expresion de MVP (Pohl et al., 1999). Sin embargo, en

ningun caso se observé correlacion significativa con la evolucion clinica.

Otros tejidos que expresan un alto nivel de MVP son el epitelio bronquial,
el intestino/recto, colon y otros tejidos epiteliales. En los canceres derivados de
estos tejidos, se constata una expresion variable de MVP. Por ejemplo, en el
cancer pulmonar de células no pequefias y el de células pequeias, la expresion
es variable, siendo la mas alta en el cancer de pulmon de células no pequefias
quimiorresistentes (Dingemans et al., 1996). Al igual que en otros estudios, no se
observé correlacion con los parametros clinicos o patolégicos (Dingemans et al.,
1996; Volm et al., 1997).

En los tumores colorrectales se ha observado que la expresion de MVP
aumenta en las lesiones premalignas, asi como en el adenoma de colon y el
carcinoma de colon agresivo, lo que sugiere una asociacion de este marcador con

la agresividad de la patologia (Izquierdo et al., 1996; Meijer et al., 1999).

Otros tumores en los que se ha reportado la expresion de MVP son el
melanoma, el osteosarcoma y el neuroblastoma (Ramani y Dewchand, 1995). En
el melanoma, se ha observado una alta expresion que parece corresponder con el
comportamiento agresivo del tumor, como en el melanoma coroidal primario
(Schadendorf et al., 1995; van der Pol et al., 1997). Puesto que este tipo de tumor
rara vez responde a la quimioterapia, la importancia de la resistencia a drogas
sigue siendo poco clara. En el osteosarcoma, la expresion de MVP se
correlaciona con fallo del tratamiento quimioterapico y una baja supervivencia
(Uozaki et al., 1997).

En el estudio de Izquierdo et al., en donde se midié la expresion
inmunohistoquimica de LRP en tejidos normales y en 28 tipos tumorales, se
observé que la frecuencia de LRP variaba segun la quimiosensibilidad de los

diferentes tipos de tumores (Izquierdo et al., 1996):

- Bajas tasas en cancer testicular, neuroblastoma y leucemia mieloide aguda.
- Tasas intermedias en cancer ovarico.

- Altas tasas en cancer de coldn, de rifidn y en carcinoma pancreatico.



70

Un estudio posterior realizado en pacientes con cancer de mama evidencio
altos niveles de LRP/MVP en tumores primarios operables, tumores localmente
avanzados, tumores localmente avanzados tras ser tratados con quimioterapia, y
en tumores metastaticos resistentes a antraciclinas. No obstante, no se observo
relacion alguna con la respuesta clinica o patologica a la quimioterapia (Linn et al.,
1997).

LRP/MVP se expresa mayoritariamente en la superficie de las criptas de
las células epiteliales de colon. Cuando estas células sufren un proceso
carcinogénico, se produce un aumento rapido y abrupto de los niveles de
expresion de esta proteina, que se incrementan en los adenomas y tienen su
maximo nivel en los carcinomas. Asi, en cancer de colon, la sobre-expresion de
LRP/MVP constituye un marcador de fenotipo agresivo y un factor de peor

pronéstico (Meijer et al., 1999).

Vaults estd presente en todos los tejidos humanos, aunque se expresa
mayoritariamente en células y tejidos créonicamente expuestos a xenobidticos,
como el pulmén, las ceélulas epiteliales, el tracto digestivo y los macréfagos
(Schroeijers et al., 2002). Esta distribucion evidencia el papel que vaults tiene en
la defensa de estos 6rganos y células frente a componentes téxicos. Se estima
que existen entre 10.000 y 100.000 copias de esta proteina por célula (Kickhoefer
et al., 1998). Aunque su funcion principal es la de detoxificacion, hay estudios que
han sugerido que las vaults podrian estar involucradas en fendmenos de
transporte de distintos sustratos (Herrmann et al.,, 1999; Li et., 1999), como el
receptor de hormonas esteroideas (Abbondanza et al., 1998) o de ribosomas
(Hamill et al., 1997). Ademas, la expresiéon de MVP y de otros componentes de
vaults reflejaron el papel que tienen en la quimioresistencia de muchas lineas de
células tumorales (Kickhoefer et al., 1998; Schroeijers et al., 2000; Siva et al.,
2001). Se observaron niveles elevados de MVP en lineas celulares resistentes a
varias clases de agentes citotdéxicos. En cancer de pulmdén no microcitico, los
niveles de expresion de MVP determinados por la proteina y ARN mensajero se
correlacionaron con la resistencia al cisplatino, pero no se correlacionaron con
otros citotoxicos (Berger et al., 2000). Para medir el papel directo de vaults en la
resistencia a drogas se estabilizaron lineas celulares de carcinoma ovarico A2780
mediante transfeccién con la proteina MVP. Aunque los niveles de MVP
aumentaron, no fueron capaces de conferir resistencia a ciertas drogas (Scheffer

et al.,, 1995). Estudios posteriores en la misma linea celular transfectada
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mostraron que las células presentaban niveles elevados de TEP1 y VPARP,
ademas de un numero elevado de particulas vault intactas (Silva et al., 2007).
Estos autores concluyeron que vaults podia ser necesaria pero no suficiente para

conferir una resistencia a droga (Tabla 11).

La hipotesis de que la expresion de MVP refleja una ruta de resistencia a
multidroga, ha llevado al estudio de la expresion de dicha molécula en tumores
humanos. Estos estudios pretenden comprobar si la expresion de MVP es capaz
de predecir la respuesta clinica tras la quimioterapia. En cancer de ovario
avanzado, los pacientes con tumores LRP positivos tuvieron una peor respuesta a
la quimioterapia (p = 0.004) y una menor supervivencia libre de enfermedad (p =
0.003) y supervivencia global que los pacientes LRP negativos (lzquierdo et al.,
1995). Dos estudios en cancer de mama encontraron una alta expresion de la
proteina pero sin correlacidon con la respuesta clinica (Linn et al., 1997; Pohl et al.,
1999). En los tumores colorrectales se ha observado una creciente expresion de
MVP, que se ve aumentado desde lesiones premalignas a carcinoma de colon
invasivo, lo cual indica que MVP podria estar asociado con el grado de la
enfermedad (lzquierdo et al., 1996; Meijer et al., 1999). En osteosarcoma, la
expresion de MVP estaba correlacionada con caracteristicas de la quimioterapia y
con una peor supervivencia (Uozaki et al., 1997). Se ha encontrado una relacion
entre LRP vy ciertos factores prondsticos en carcinoma ovarico. En el estudio de
Arts et al, realizado con 115 pacientes con carcinoma ovarico, se observo una
asociacion entre LRP y factores prondsticos favorables incluyendo el estadio
tumoral (p < 0.01) y el grado tumoral (p < 0.05). Sin embargo, no se encontré
relacion entre la expresion de LRP y la supervivencia global o libre de enfermedad
(Arts et al., 1999). En un estudio posterior realizado en 29 pacientes con
carcinoma epitelial ovarico, no se observaron diferencias significativas en la
expresion de LRP cuando se compararon grupos quimiosensibles con
quimiorresistentes. Sin embargo, se observaron diferencias en la expresion de
LRP en pacientes con cancer ovarico frente a individuos normales (Goff et al.,
2001). Pohl et al. analizaron la expresion de LRP en 68 pacientes con carcinoma
colorrectal observando que era un factor prondstico independiente del grado
histolégico, tamarfo tumoral, desarrollo de nodo linfatico y metastasis a distancia.
No se observaron diferencias entre la supervivencia de pacientes con tumores
LRP positivos y LRP negativos. Sin embargo, pacientes con alta expresién de
LRP tenian una mayor supervivencia (Pohl et al., 2001). En cancer de vejiga se ha

encontrado una asociacion entre la expresion de LRP/MVP y peor respuesta a la
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quimioterapia neoadyuvante, ademas de una baja probabilidad de conservacion
de la vejiga después del tratamiento (p = 0.035) (Diestra et al., 2003). En cuanto al
carcinoma de cérvix hasta el momento no se han realizado estudios que
relacionen la expresion de LRP/MVP con el prondstico de la enfermedad. En
carcinoma de orofaringe, una alta expresion de MVP se relacionaba con una peor
supervivencia y menor respuesta a la radioterapia (Silva et al., 2007). También se
han realizado estudios para analizar la capacidad predictiva de las proteinas
reguladoras de distintos procesos celulares en la resistencia a droga. Volm et al.
analizaron en 94 carcinomas de pulmon microciticos, la expresién de proteinas de
resistencia, factores proliferativos y factores angiogénicos, relacionandolos con la
resistencia a droga. Para medir la actividad proliferativa se determiné la expresion
de PCNA, Ciclina A, ciclina D y Cdk2. Sélo se observo relacion entre la expresion
de Cdk2 (p = 0.04) y PCNA (p = 0.05) y la respuesta a doxorubicina “in vitro”. De
los factores apoptéticos analizados, s6lo Fas/CD95 se asociaba significativamente
con la respuesta a droga (p = 0.007). El indice apoptético (p = 0.03) y VEGF (p
=0.004) también revelaron una correlacion significativa con la resistencia a drogas
(Volm et al., 2000). Ciertos estudios han demostrado que los agentes que dafian
el ADN ejercen su efecto genotoxico induciendo el ciclo celular y la apoptosis.
Aunque el efecto de p53 en la respuesta a la quimioterapia en células de cancer
de pulmén microcitico sea controvertido, se ha observado tanto una disminucion
(Rusch et al., 1995; Kawasaki et al., 1997) como un aumento (Brattstrom et al.,
1998) de la sensibilidad a droga asociada a mutaciones de p53. Harada et al.
analizaron el valor predictivo de p53, Bcl-2 y LRP en la respuesta a la
quimioterapia en 57 pacientes con cancer de pulmén no microcitico. En los
carcinomas de células no escamosas, la expresidon de p53 se asocid con la
respuesta a la quimioterapia (p = 0.03), y la expresién de LRP se correlacion6
inversamente con la respuesta a la quimioterapia en carcinomas epidermoides (p
= 0.02). No se observo relacion entre Bcl-2 y la respuesta a la quimioterapia, ni
entre la expresion de LRP, Bcl-2, p53 y factores clasicos de pronéstico (Harada et
al., 2003).



73

Tabla 11. Relacion entre LRP/MVP respuesta y supervivencia en distintos tipos tumorales

N° de Tipo de Respuestaa  Supervivencialibre Supervivencia
pacientes tumor quimioterapia de enfermedad global
Izquierdo  (1995) 57 Carcinoma Si Si Si
Ovarico
Schadendorf 71 Melanoma Si
(1995)
Ramani (1995) 21 Neuroblastoma No
Dingemans (1996) 36 NSCLC No No
Linn (1997) 70 Cancer de No
mama
Uozaki (1997) 60 Osteosarcoma Si Si
Arts (1999) 115 Carcinoma No No No
Ovérico
Ponhl (1999) 99 Cancer de No No No
mama
Volm (2000) 87 NSCLC Si No
Goff (2001) 29 Carcinoma No
Ovaérico
Pohl (2001) 68 Colorrecto No
Diestra (2003) 83 Vejiga Si
Harada (2003) 57 NSCLC Si
Silva (2007) 78 HNSCC Si Si

4.10.2. LRP/MVP y Radioterapia

Hasta ahora se ha podido observar el papel de MVP en la resistencia a
drogas en varias lineas celulares asi como en carcinoma ovarico, leucemia
mieloide aguda, y otros tipos tumorales. Sin embargo, se conoce poco sobre su
posible papel en la resistencia a la radiacion. En el estudio de Shimamoto et al.,
realizado en lineas de cancer colorrectal humano, los niveles de MVP
aumentaban después del tratamiento con agentes que dafiaban el ADN (bromuro
de etidio y radiacion ultravioleta), sugiriendo que el dafio producido aumentaba la
actividad promotora de MVP (Shimamoto et al., 2006). Recientemente se ha
realizado un estudio en 78 biopsias de pacientes con carcinoma epidermoide de
cabeza y cuello que recibieron radioterapia radical, en donde se analiz6 el posible
papel de LRP en la resistencia a la radiacidn. En pacientes con cancer de lengua,
una alta expresiéon de LRP se asociaba con un peor pronéstico de la enfermedad

(p < 0.0001) demostrando que LRP no sélo juega un papel importante en la
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resistencia a drogas sino también en la resistencia a la radioterapia (Silva et al.,
2007).

4.10.3. MVP modula otros mecanismos celulares

MVP posee un papel fundamental y esencial como proteina de resistencia
a drogas. No obstante, en los ultimos afios, se ha observado que MVP podria
estar involucrado en otros procesos celulares diferentes. Los niveles de expresion
de Y-box-binding protein-1 (YB-1), proteina importante para la proliferacion celular
y la reparacion del ADN, parece correlacionarse significativamente con los niveles
de expresion de MVP (p = 0.0044) en tumores de rabdomiosarcoma embrional
(Oda et al.,, 2008). MVP parece inhibir la apoptosis celular y favorecer la
proliferacion celular (Steiner et al., 2006). MVP inhibe a fosfatasas homaélogas de
tensina (PTEN) que a su vez estan relacionadas con el aumento de PI3K/Akt. Este
dimero inhibe la apoptosis inhibiendo a su vez a la proteina pro-apoptética BAD
(Rodemann et al., 2007). MVP también esta relacionado con src, que se
encuentra en la via de sefalizacién del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
(Silva et al., 2007). Esta proteina aumenta la proliferacion celular a través de la via
de sefializacién dependiente de Erk/MAPK (Rodemann et al., 2007), y previene la
apoptosis mediando la inhibicion del eje COP-1/p53 (Lloret et al., 2008). Se ha
observado ademas que los niveles de expresion de MVP estan relacionados con
los de IGF-1R en pacientes con cancer cervical (Lloret et al., 2008), lo que lleva a
la célula a aumentar su proliferacién y a inhibir su apoptosis. El papel que MVP
parece tener en los fendmenos de carcinogenésis, puede estar mediado por su
relacion con la proteina-asociada a telomerasa (TEP-1) (Miwa y Masutani , 2007),
asi como con la relacion existente con los procesos de remodelacion de la
cromatina (Emre et al.,, 2004). PARP-1, una proteina vault, inhibe a Ku70/80,
promoviendo la reparacion homaologa sobre la no homéloga (NHEJ) (Hochegger et
al., 2006). Aunque la trascendencia y relevancia de MVP en particular, y de la
proteinas vault en general, sobre otros mecanismos celulares diferentes a la
resistencia a drogas debe ser demostrada, parece evidente que esta proteina se
encuentra en medio de procesos relevantes para la célula, tales como la
proliferacién y la apoptosis, que por otra parte son mecanismos claves en los

fendmenos de carcinogénesis.

El receptor de estrogeno es la proteina reponsable de la accién biolégica

del estradiol. La unién a secuencias especificas presentes en la region reguladora
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de genes, conocida como elemento de respuesta hormonal, constituye un evento
obligatorio en el mecanismo hormonal de la accién (Beato, 1989). La ocupacion
del sitio de unién de la hormona modula la accesibilidad del dominio de unién al
ADN de los receptores con el ADN, y el inicio de la transcripcién (Tora et al., 1989;
Beato et al., 1995). En el estudio de Abbondanza et al., se ponia de manifiesto
que el receptor de estrogeno podria interactuar con MVP vy, por lo tanto,
representar otra forma de control para la accién regulatoria hormonal a través de
MVP (Abbondanza et al., 1998).

Estudios anteriores han evidenciado que la mayoria de las particulas vaults
parecen estar en el citoplasma, aunque una pequefna cantidad (0,5%) se asocia
con la envoltura nuclear en cortes de tejido (Kedersha y Roma, 1986; Kedersha et
al., 1990), y con complejos de poro nuclear (NPCs) (Chugani et al., 1993). La
simetria y la geometria de las particulas vaults ha llevado a pensar que ellas
pueden ser el conector central/transportista de los NPCs (Kedersha et al., 1991),
y, como tal, podriam desempefiar un papel en el transporte nucleocitoplasmico
(Chugani et al., 1993).

En el trabajo de Hamill et al, donde se buscaba estabelecer una funciéon mas
clara para las particulas vaults y otras particulas de ribonucleoproteinas del
transporte nucleocitoplasmatico, se concluyé que vaults podrian jugar un papel en
el ensamblaje de los ribosomas y/o en el transporte de los ribosomas del nucleo.
Vaults y los ribosomas pueden interactuar a través de unos débiles puentes
intermedios con mARN. Si esa interaccion de vaults con el ribosoma esta mediada
por mARN o proteinas asociadas con el mARN, la pérdida de mARN podria
destruir el ribosoma y la interaccién con vaults. En ese mismo trabajo, se
demostré por inmunotincion la presencia de vaults en la superficie nuclear,
ademas de una fuerte reactividad en el nucleolo (el sitio de unién en la subunidad
ribosomal). Una posibilidad a partir de estos resultados podria ser que vaults
estarian involucradas en el montaje y/o transporte de las subunidades

ribosomales nucleocitoplasmicas (Hamill et al., 1997).
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CAPITULO II
OBJETIVOS

1.

Investigar el papel de MVP en el control de la reparacion de dafio radio-inducido,
la apoptosis y la proliferacion, buscando posibles causas de la inestabilidad
geénica, la progresion tumoral y la resistencia a los tratamientos en pacientes con

carcinoma cervical.

Investigar el papel de MVP y genes de reparacién del dafo radio-inducido en

relacion con la hipoxia tumoral y la angiogénesis neoplasica.

Estudiar el papel predictivo de MVP e IGF-1R en la respuesta clinica a la radio-

quimioterapia en pacientes afectos de cancer localizado de cervix uterino.
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MAIN GOALS

1. To explore the role of MVP in the control of the DNA repair mechanisms due to

radio-induced cell damage, apoptosis and cell proliferation.

2. To investigate the role of MVP and gene repair of radio-induced cell damage in

relation to tumoral hypoxia and angiogenesis.

3. To know the predictive role of MVP and IGF-1R in the clinical response to radio-

chemotherapy in localized cervical cancer patients.



CAPITULO III

PAPEL DE MVP SOBRE LA REPARACION
NO HOMOLOGA Y LA APOPTOSIS A
TRAVES DE LA REGULACION NEGATIVA
DE Ku70/80 y BAX EN CARCINOMAS
CERVICALES
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CAPITULO III

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue el de investigar el papel de la expresion de
MVP, la reparacion no homoéloga (NHEJ) mediada por Ku70/80, y los genes relacionados
en la regulacion de la apoptosis y la proliferacion, en relacién con las alteraciones en la
estabilidad genética, la progresién tumoral, y la resistencia a los tratamientos oncolégicos
en pacientes con carcinoma cervical. Para ello, se incluyeron en el estudio ciento
dieciséis pacientes consecutivos con carcinoma de cuello uterino localizado, entre julio de
1997 y diciembre de 2003. Los pacientes se clasificaron de acuerdo a la nhomenclatura
TNM. Cuarenta pacientes tenian enfermedad en estadio |, 45 en estadio Il, y 31 en
estadio Il / IVA. La mayoria de los pacientes tenian tumores escamosos (98 casos),
siendo los grados Il (52 casos) y Il (45 casos) los mas abundantes en la muestra. Se
estudio la expresion de MVP, Ku70/80, IGF-1R (Insulin-like Growth Factor-1 receptor),
BAX (proteina BCL2 X-asociado), BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) p53, y Ki67 en el tejido

tumoral incluido en parafina mediante inmunohistoquimica.

Segun esto, los tumores que sobreexpresaban MVP (65 de 116 casos)
presentaron niveles bajos de Ku70/80 (p = 0.013) asi como niveles bajos de expresion de
Bax (p <0.0001). Ademas, la baja expresion de Ku70/80 estaba fuertemente relacionada
con BAX suprimida (p <0.001) y, en menor medida, con la expresiéon aumentada de Bcl-2

(p =0.042), p53 alterada (p = 0.038), y con el aumento de la proliferacion (p = 0.002).

Con lo expuesto, es posible sugerir la existencia de un mecanismo de regulacion
temprana que favorece la reparacion homdloga o no homéloga (NHEJ) en un primer
momento, mediados por MVP junto a otros factores aun por elucidar. Si MVP esta sobre-
expresada, la reparaciéon no homodloga (NHEJ) puede ser suprimida por medio de varios
mecanismos, dando como resultado inestabilidad gendmica. Estos mecanismos pueden
estar asociados con la decision de las células dafadas de sobrevivir y proliferar, lo que
favorece la progresion tumoral y reduce la respuesta del tumor al tratamiento oncolédgico
a través del desarrollo de fenotipos resistentes. No obstante, se hacen necesarios

estudios clinicos adicionales para comprobar esta hipétesis.
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Summary

MAJOR VAULT PROTEIN MAYAFFECT NONHOMOLOGOUS END-JOINING REPAIR
AND APOPTOSIS THROUGH KU70/80 AND BAX DOWNREGULATION IN CERVICAL
CARCINOMATUMORS

Purpose: We investigated the relationship between major vault protein (MVP) expression,
the nonhomologous end-joining (NHEJ) repair gene Ku70/80, and related genes involved
in the regulation of apoptosis and proliferation to shed light on the possible causes of
genetic instability, tumor progression, and resistance to oncologic treatment in patients

with clinical cervical cancer.

Methods and Materials: One hundred sixteen consecutive patients with localized cervix
carcinoma were prospectively included in this study fromJuly 1997 to Dec 2003. Patients
were staged according to the tumor, node, metastasis (TNM) classification. Forty patients
had Stage | disease, 45 had Stage Il, and 31 had Stage Ill/IVA. Most patients had
squamous tumors (98 cases) and Grades |l (52 cases) and Ill (45 cases) carcinomas.
Expression of MVP, Ku70/80, Insulin-Like Growth Factor-1 receptor (IGF-1R), BCL2-
associated X protein (BAX), B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL-2), p53, and Ki67 was studied

by using immunohistochemistry in paraffin-embedded tumor tissue.

Results: Tumors overexpressing MVP (65 of 116 cases) showed low levels of Ku70/80 (p
= 0.013) and BAX expression (p < 0.0001). Furthermore, low Ku70/80 expression was
strongly related to suppressed BAX (p < 0.001) and, to a lesser extent, upregulated BCL-2
(p = 0.042), altered p53 (p = 0.038), and increased proliferation (p = 0.002).

Conclusion: We hypothesize that an early regulatory mechanism favors homologous or
NHEJ repair at first, mediated by vaults along with other factors yet to be elucidated. If
vaults are overexpressed, NHEJ repair may be suppressed by means of several
mechanisms, with resultant genomic instability. These mechanisms may be associated
with the decision of damaged cells to survive and proliferate, favoring tumor progression
and reducing tumor response to oncologic treatment through the development of resistant

cell phenotypes. Additional clinical studies are necessary to test this hypothesis.
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INTRODUCION

Las particulas vaults son ribonucleoproteinas con una estructura en forma de
barril que estd compuesta por tres proteinas: major vault protein (MVP), vault poly(ADP-
ribosa) polimerasa, proteina-1 asociada a telomerasa (TEP1) y pequefias estructuras de
ARN no traducible. La sobre-expresion de MVP parece estar asociada con la resistencia
a la quimioterapia (Steiner et al., 2006). Ademas, también se ha observado una peor
respuesta al tratamiento radioterapico en pacientes con niveles altos de MVP (Silva et al.,
2007).

La expresién de MVP parece estar asociada con el desarrollo y progresiéon del
tumor, probablemente inhibiendo la apoptosis y favoreciendo la proliferacion celular a

través de distintas rutas (Steiner et al., 2006):

¢ MVP inhibiria los homélogos de tensina y fosfatasa (PTEN) incrementando los
niveles de fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) mediante la inhibicién de la apoptosis
facilitada por Akt, a través de la inhibicion de BCL-2 unido a su agonista de muerte
celular, la proteina (BAD) (Rodemann et al., 2007). Ese proceso también esta
relacionado con src, cuando es el factor de crecimiento epidérmico (EGF) quien
sefaliza la ruta.

e MVP incrementa la proliferacién a través de la ruta de mitégeno activado por
proteina quinasa (MAPK) mediada por Erk.

o MVP impediria la apoptosis inhibiendo a COP-1 (constitutivo fotomorfogénico-1) a
través de de p53 (Lloret et al., 2008).

Por otra parte, altos niveles de expresion del receptor para el factor-1 de
crecimiento insulinico (IGF-1R) en tumores conduciria a un incremento de la proliferacion
asi como a una reduccion de la apoptosis a través de las rutas PI3K y MAPK (Lloret et al.,
2008; Rodemann et al., 2007).

MVP se expresa inmediatamente tras el dafio al ADN inducido por radiacién
(Bottke et al., 2008). Las proteinas vaults parecen estar involucradas en los procesos de
carcinogénesis (Miwa et al.,, 2007; Emre et al., 2004), probablemente a través de sus

funciones en la remodelacion de la cromatina (Emre et al., 2004).

Ante un dafio a la molécula de ADN, la poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1)

conduce a la célula a una reparacidon homologa, evitando la reparacion no homologa
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(NHEJ) mediante la supresion de Ku70/80 (Hochegger et al, 2006). Ku70/80 es clave en
la ruta de reparacién no homologa que se activa cuando se producen roturas doble de la
cadena de ADN (DSBs) inducidas por radiacion. Ku70/80 parece tener un importante
papel como regulador de la apoptosis a través de las interacciones de BCL-2 asociado a
proteina X (BAX) (Chang et al., 2008; Wang et al., 2008).

En este estudio se investigd la relacion existente entre la expresion de MVP,
NHEJ, Ku70/80 y genes relacionados en la regulacion de la apoptosis y la proliferacion,
buscando posibles causas de la inestabilidad génica, la progresién tumoral y la

resistencia a los tratamientos en pacientes con carcinoma cervical.

MATERIALES Y METODOS

PACIENTES. En este estudio participaron ciento dieciséis mujeres diagnosticadas con
carcinoma cervical localizado y tratadas en nuestro Servicio desde julio de 1997 a
diciembre de 2003. Todas las pacientes incluidas en este trabajo dieron su libre
consentimiento para la participacion de este estudio, que fue previamente aprobado por

el Comité Etico de Investigacion de nuestra Institucion.

La edad media de las pacientes incluidas en este estudio fue de 52.80 + 14.05
afios (mediana de 51 afos en un rango de 27-89 anos). El estadiaje clinico se realizo
mediante especuloscopia, examen bimanual, cistoscopia o rectoscopia. Todas las
pacientes fueron exploradas mediante tomografia axial computarizada abdomino-pélvica
y radiografia de térax. Las pacientes fueron clasificadas en base al sistema de
clasificaciéon TNM (Cervix uteri, 2002). De acuerdo con los criterios citados, cuarenta
pacientes presentaban estadio I, cuarenta y cinco tenian estadio Il y treinta y una
pacientes se encontraban en estadio Ill/IVA. La mayoria de las pacientes tenian tumores
de tipo escamoso (98 casos) asi como carcinomas de grados II-lll (97 casos). La media

de volumen tumoral fue de 4.23 £ 1.67cm (Tabla 1).
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Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes

Caracteristica

Pacientes (%)

Edad (afios)
<52
>52
Estadio
/
I
I-IVA
Histologia
Escamoso
Adenocarcinoma
Grado Histologico
/
I
i

60 (51.7)
56 (48.3)

40 (35)
45 (43)
31 (22)

98 (89)
18 (11)

19 (6.5)
52 (44.8)
45 (38.7)

INMUNOHISTOQUIMICA. Las oncoproteinas tumorales seleccionadas fueron estudiadas

mediante técnica de inmunohistoquimica (Lloret et al., 2008). Se tomaron secciones de

tejido tumoral de unos 4-mm aproximadamente, incluidos en parafina, que fueron

incubados durante 1 hora a temperatura ambiente en una camara humeda en presencia

del anticuerpo primario (Tabla 2).

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en este estudio

Proteina Clon

Casa comercial

MVP Ab-2 Clone 1032
IGF-1R Ab1 Clone 24-31
Ku70/80 Clone 162

BAX Policlonales
BCL-2 Clone 124
P53 Clone DO-7
Ki67 Clon Mib-1

Neomarkers, Fremont, CA
Neomarkers, Fremont, CA
Neomarkers, Fremont, CA

Dako, Carpinteria, CA

Dako, Carpinteria, CA

Novocastra Laboratories Ltd., U.K.

Master Diagnéstica, Granada, ES

Tras esta primera incubacion, se procedié a la incubacién del tejido en presencia

de un anticuerpo secundario biotinado (Dako kit de deteccién, LSBA) durante 30 minutos.

Tras esto, el complejo peroxidasa-estreptavidina-biotina fue usado después.
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La expresion de los marcadores celulares fue valorada por observadores que
desconocian las caracteristicas clinicas de las pacientes, en las zonas de maxima
expresion del marcador en al menos 10 campos de alta potencia (Objetivas de 400X). La
expresion de MVP, BAX, BCL-2 e IGF-1R se valoré de forma semi-cuantitativa. Asi, la
tincion BAX y BCL-2 se clasific6 como negativo o positivo, mientras que la de MVP e IGF-
1R se clasific6 como bajo (negativo o ligeramente positivo) o alto (fuertemente positivo)
(Lloret et al. 2008). La tincion para Ki67, Ku70/80, y p53 se observo en el nucleo y se
valoraron como porcentaje de células tefiidas, contabilizandose hasta 1.000 células para

cada paciente.

ANALISIS ESTATISTICOS. Las correlaciones entre las variables clinicas e
histopatoldégicas fueron analizadas utilizando el test de chi-cuadrado para el caso de
variables categoricas. El t test y el analisis de varianza fueron usados en el caso de
variables continuas que mostraban una distribuciéon normal. Los tests de Mann-Whitney y
Kruskall-Wallis fueron utilizados cuando las variables continuas presentaban una
distribucion no normal. Las correlaciones entre las variables que se distribuyeron de
forma normal fueron determinadas mediante el coeficiente de Pearson, mientras que las
correlaciones entre las variables distribuidas de manera no normal se determinaron
mediante el test de Spearman. Los analisis se realizaron en el programa estadistico
SPSS, versién 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL)

RESULTADOS

Se procedié a la determinacion de todos los marcadores inmunohistoquimicos en
los 116 casos estudiados. Se observé un aumento de la proliferacion celular, evaluada
por la expresion de la proteina Ki67: media, 58.27% = 25.68%; mediana, 65%, rango, O-
98%. Por otro lado, observamos que la expresion de p53 alterada fue de media 40.53% +
26.53%; mediana, 37.75%; rango, 0-98%. Parece existir una fuerte y clara correlacion
entre el aumento de la proliferacion tumoral y la expresién de p53 alterada (coeficiente
regresion de Spearman = 0.505; p <0.0001), de tal manera que a mayores niveles de

expresion de Ki67 mas cantidad de p53 alterado (Figura 1a).

La mayoria de las muestras presentaron una tincion positiva para BAX (82 de 116
casos, 70.6%) y una tincion negativa para BCL2 (61 de 116 casos, 52.6%). Se observo

una correlacién inversa entre la expresion de BAX 'y de BCL-2 (p = 0.005, Tabla 1).
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Figura la. Correlacion entre los niveles de expresion de Ki67 y p53 (expresado en porcentaje). Se observa

una correlacién positiva con una R de Spearman de 0.505 y una p <0.0001.

Tumores con BAX negativo mostraron mayores niveles de proliferacién celular
medido como porcentaje de Ki67 (69.92% vs. 53.44%, p 0.001); y mayores niveles de
expresion de p53 alterada (51.14% vs. 36.12%, p = 0.005), que en tumores que
expresaban BAX (positivo). En el mismo analisis, los tumores que expresaban
positivamente BCL-2 también mostraron mayores niveles de expresion de p53 alterada
(47.45 vs. 34.28%, p = 0.007) y de proliferacion (66.15% vs. 51.17%, p = 0.003), que los
tumores BCL-2-negativo (Tabla 1).

Por su parte, los niveles de expresion de Ku70/80 fueron de media 56.60% *
28.23%; mediana 61% y rango 0-100%. Los niveles de expresion de Ku70/80 estaban
inversamente relacionados con la proliferacion celular (coeficiente regresion de
Spearman, - 0.282; p = 0.002; figura. 1b), y con la expresion alterada de p53 (coeficiente
regresion de Pearson, -0.193; p = 0.038; (figura. 1c). Ademas, la baja expresion de
Ku70/80 estaba fuertemente relacionada con BAX negativo (p <0.001) y, en menor
medida, con BCL-2 positiva (p = 0.042, Tabla 1).
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Tabla 1. Expresién de oncoproteinas en tumores cervicales

BAX BCL2
K167 (%) P53 (%) KU70/80 (%) Negativo Positivo Negativo Positivo
MVP Bajo (51) 48.95+25.95  36.89+28.14 63.92426.94 3 31 31 20
Alto (65) 65.59+23.14 43.38+25.05 50.86+ 28.09 48 34 30 35
P<0.0001 p=0.193 p=0.013 p <0.0001 p=0.117
IGF-IR Bajo (51) 54.20+26.24  42.36+28.02 61.58+27.73 9 25 34 17
Alto (65) 61.47424.97  39.09+25.44 52.69+28.22 42 40 27 38
p = 0.097 p=0.512 p = 0.092 p =0.015 p = 0.007
BAX Negativo (34) 69.92+23.08 51.144+23.52  40.44125.88 — — 11 23
Positivo (82) 53.444+25.27  36.12+26.59 63.30+26.53 — — 50 32
p = 0.001 p = 0.005 p < 0.0001 p = 0.005
BCL-2  Negativo (61) 51.17+27.53  34.28+26.79 61.65+£28.61 11 23 — —
Positivo (55) 66.15421.03 47.451+24.68 51.00+£26.97 50 32 — —
p =0.003 p = 0.007 p =0.042 p = 0.005

Abreviaciones: MVP: major vault protein; IGF-1R = Insulin-Like Growth Factor-1 receptor; BAX = BCL2-associated X

protein; BCL-2=B-cell CLL/lymphoma 2. Values expressed as mean +SD.
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Figuras 1b y 1c. Correlacién entre los niveles de expresion de Ku70/80 con Ki67 (a) y p53 (b) (expresado en
porcentaje). Se observa una correlacion negativa con una R de Spearman de -0.282, p = 0.002 y de -0.193,

p = 0.038 respectivamente.

En lo referente a MVP, los tumores que sobreexpresan MVP (65 de 116, 56.0%)
presentaban una mayor tasa de proliferacion (65.59% vs. 48.95%, p <0.0001), pero sin
relacion alguna con la expresion de p53 (p > 0.05). La expresion de Bax (48 vs. 3, p
<0.0001) y Ku70/80 (50.86% vs. 63.92%, p = 0.013) fue suprimida en estos tumores con
sobreexpresion de MVP (Tabla 1).
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IGF-1R aparecia sobreexpresado en 65 de los 116 casos (56.0%). Aquellos
pacientes que sobreexpresan IGF-1R sobreexpresaban también BCL-2 (38 vs. 27, p =
0.007). De manera contraria, observamos una relacion inversa con la supresién de BAX
(42 vs. 9, p = 0.015) Tabla 1. Ademas, observamos una relacion positiva entre la
expresion de MVP e IGF-1R, de tal manera que los pacientes que sobreexpresaban una
proteina presentaban igualmente sobreexpresion de la otra (p < 0.0001, dato no

mostrado).

La edad, caracteristicas histolégicas, grado, volumen tumoral y estadio clinico
fueran factores independientes de la expresion de las oncoproteinas. Curiosamente, 15
de los 18 tumores de adenocarcinoma, mostraron altos niveles de MVP en comparacion
con 50 de 98 tumores escamosos (p = 0.011). La expresion de p53 alterada fue ligera y
directamente relacionada con la edad (p = 0.042). La expresién de Ku70/80 se mostro

inversamente relacionada con el grado histoldgico (p = 0.020).

En el andlisis de regresién logistica binaria, la expresion de BAX fue el factor
independiente mas relevante relacionado con MVP (p = 0.005; riesgo relativo, 10.330;
intervalo de confianza (IC95%) 2.06 a 51.74), seguida por la proliferacion tumoral (p =
0.007; riesgo relativo, 1.037; 1C95% 1.010 — 1.065) y los tumores de tipo
adenocarcinoma (p = 0.008; riesgo relativo, 15.097; 1C95% 2.02 — 112.71) (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion de BAX con MVP, Proliferacion tumoral y adenocarcinoma

P Riesgo Relativo 1C95%
BAX vs.MVP (-) 0.005 10.330 2.06 - 51.74
BAX vs.Proliferacion Tumoral (-)  0.007 1.037 1.010 - 1.065
BAX vs. Adenocarcinoma (-) 0.008 15.097 2.02-112.71

(-) Relacion inversa.



96

DISCUSION

En este estudio se mostré6 que MVP puede tener un papel favoreciendo el
aumento de la inestabilidad genética mediante la reduccion de la reparacion del ADN
dafado por medio de NHEJ y disminuyendo la expresion Ku70/80. La progresion y la
resistencia a la quimioterapia y la radioterapia también pueden ser activadas mediante la
supresion de BAX y/o la induccion de IGF-1R, resultando en una mayor proliferacion
celular y reduccion de la apoptosis causada por una regulacién positiva de BCL-2 y la

sobreexpresion de p53 alterada.

La resistencia a la radioterapia en el ambito clinico como resultado de MVP (Silva
et al., 2007) puede tener otras causas ademas de la proliferacién y la inhibiciéon de la
apoptosis. Un tercer mecanismo propuesto es que MVP también puede regular la
reparacion de DSB mediante la supresion de la reparaciéon mediada por NHEJ. Aunque
tanto la reparacion homodloga cuanto la reparacion NHEJ estén relacionadas con la
reparacion del DSB, este ultimo es mas frecuente cuando el dafio al ADN es inducido por
la radiacién. Las proteinas Vaults pueden estar implicadas en la modificacién de

reparacion NHEJ a través de varios posibles mecanismos:

1. Competicién de la proteina poli (ADP-ribosilacién) con Ku para la reparacion DSB,

previniendo la reparacion dirigida NHEJ/Ku.

2. La activacion de las rutas PI3K/Akt y Erk/MAPK podrian aumentar la radio-resistencia
a través de la regulacion de los genes de reparacion por NHEJ. Se ha observado que Akt
interactia con la ADN-proteina-quinasa C (PKC) (Toulany et al., 2008); y que p38 MAPK

también interactia con Ku (Cosaceanu et al., 2007) en la reparacion NHEJ.

3. Los procesos de remodelacién de la cromatina pueden estar también implicados, ya
que se ha visto que MVP esta positivamente regulado en células tratadas con inhibidores
de la histona deacetilasa (Steiner et al., 2006), que, por el contrario, inhiben la reparacion
del ADN mediada por Ku (Chen et al., 2007).

MVP parece regular negativamente el gen proapoptotico BAX por si mismo y a
través de su relacion con Ku70/80. Curiosamente, se ha visto que Ku es un regulador

central de la apoptosis mediante la interaccion con BAX (Chang et al., 2008) y BCL-2
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que, a su vez, se ha demostrado que tiene capacidad para suprimir a Ku70/80 y, de esta
manera, inhibir la reparacion NHEJ (Wang et al., 2008). Por lo tanto, la decision de la
célula para repararse o someterse a la apoptosis parece tener lugar en los momentos
iniciales tras el dafio al ADN. La inestabilidad genética como consecuencia de la
supresion de Ku, llevando a una reparacion defectuosa al ADN danado por DSBs, (Teoh
et al., 2008) es seguido por la progresion del tumor a través de la reduccién de la

apoptosis de las células alteradas y una mayor proliferacion.

La expresion de IGF-1R esta fuertemente relacionada con MVP. Se ha observado
que los altos niveles de IGF-1R se asocian a un peor prondstico en pacientes con
carcinoma de cervix tratados con quimioterapia (Lloret et al., 2008). El IGF-1R coopera
con el MVP en la prevencion de la apoptosis, mediando una regulacién positiva de BCL-2
y, en menor medida, disminuyendo BAX. Sin embargo, también puede afectar a la
reparacion NHEJ través de las vias AKT/p38MAPK, principalmente mediante la

modificacion de la expresion de Ku (Cosaceanu et al., 2007).

En conclusion y a la vista de los resultados obtenidos, se puede suponer que
exista un mecanismo temprano de regulacion que favorece la reparacion homoéloga o
reparacion NHEJ en un primer momento, mediados por vaults y por otros factores aun
por elucidar. Si las proteinas vaults estan sobreexpresadas, la reparacion NHEJ puede
ser suprimida por varios mecanismos, por lo que la inestabilidad genémica pueda surgir,
ya sea porque la reparacion de dafos DSB mediante la reparacion homodloga es
impedida, o bien porque la reparacién NHEJ es defectuosa. Estos eventos estan
asociados con la decision de las células danadas de sobrevivir y proliferar, lo que
favorece la progresién del tumor y la reduccién de la respuesta al tratamiento oncolégico

debido al desarrollo de fenotipos resistentes.



CAPITULO IV

LA QUIMIO/RADIO RESISTENCIA
INDUCIDA POR LA HIPOXIA TUMORAL
ESTA MEDIADA POR LA
SOBREEXPRESION DE MVP Y LA
INHIBICION DE Ku70/80 EN
CARCINOMAS CERVICALES
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CAPITULO IV

Resumen

La hipoxia puede inhibir la reparacién no homodloga del ADN a través de la
disminucion de la expresion de Ku70/80 que, combinado con un aumento de la
angiogénesis y la expresion de p53 alterada, resultaria en un aumento de la progresion

tumoral en los carcinomas cervicales.

La molécula de oxigeno modula la respuesta del tumor a la radioterapia. Para
inducir la muerte celular en condiciones de hipoxia son necesarias dosis mas altas de
radiacién. La hipoxia puede inhibir la reparacion no homéloga del ADN a través de la baja
expresion de Ku70/80. En los tumores clinicos, la hipoxia induce resistencia a los
farmacos a través de mecanismos que no estan claramente elucidados. Las Vaults son
particulas de ribonucleoproteinas con una estructura semejante a un barril sin tapas y
compuesto por tres proteinas: MVP (major vault protein), poli (ADP-ribosa) polimerasa,
proteina-1 asociada a la telomerasa y pequefios ARN no traducibles. La sobreexpresion
de MVP se ha asociado con resistencia a la quimioterapia. Ademas, se ha relacionado
con un peor pronéstico en pacientes tratados unicamente con radioterapia. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la posible relacidn existente entre la expresion de MVP y la
hipoxia tumoral en los tumores cervicales. Se procedi¢ a la determinacion de la expresiéon
de MVP, p53, angiogénesis y oxigenacion tumoral en cuarenta y tres pacientes
consecutivos con diagnostico de carcinoma localizado del cuello uterino. Se observé una
relacion entre la alta expresidon MVP y la hipoxia severa, en comparacion con aquellos
tumores que expresaron bajos niveles de MVP (p = 0.022). Los tumores que
sobreexpresaban MVP también mostraron un aumento significativo de la angiogénesis (p
= 0.003). Ademas, el estudio demostré por primera vez que la hipoxia tumoral severa se
asociaba con una alta expresion de MVP en los tumores cervicales. Debido a que la
quimioterapia es actualmente un tratamiento estandar para este tipo de pacientes, la
regulacion de MVP por la hipoxia es de fundamental importancia. A la vista de los
presentes resultados se podria sugerir que la hipoxia aislada no induce el aumento de la
inestabilidad genética, las propiedades oncogénicas y de metastasis, sino que lo hace a
través de la asociacion observada con la expresién de MVP, lo que podria desarrollar una

nueva via de resistencia a los tratamientos quimio y radioterapicos.
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Summary

RADIO-QUIMIO RESISTANCE INDUCED BY TUMORAL HYPOXIA IS REGULATED
FOR MVP OVER-EXPREESION AND Ku70/80 INHIBITION IN CERVICAL CANCER
PATIENTS

Hypoxia may inhibits the NHEJ DNA repair through downregulating Ku70/80
expression and combined with an increased angiogenesis and altered p53 expression

would be responsible for tumor progression in cervical carcinoma.

Oxygen molecule modulates tumour response to radiotherapy. Higher radiation
doses are required under hypoxic conditions to induce cell death. Hypoxia may inhibit the
non-homologous end-joining DNA repair through down regulating Ku70/80 expression.
Hypoxia induces drug resistance in clinical tumours, although the mechanism is not
clearly elucidated. Vaults are ribonucleoprotein particles with a hollow barrel-like structure
composed of three proteins: major vault protein (MVP), vault poly(ADP-ribose)
polymerase, and telomerase associated protein-1 and small untranslated RNA. Over-
expression of MVP has been associated with chemotherapy resistance. Also, it has been
related to poor outcome in patients treated with radiotherapy alone. The aim of the
present study was to assess the relation of Major Vault Protein expression and tumor
hypoxia in clinical cervical tumors. MVP, p53 and angiogenesis, together with tumor
oxygenation, were determined in forty-three consecutive patients suffering from localized
cervix carcinoma. High MVP expression was related to severe hypoxia compared to low
MVP expressing tumors (p = 0.022). Tumors over-expressing MVP also showed
increased angiogenesis (p = 0.003). Besides it, in this study we show for the first time that
severe tumor hypoxia is associated with high MVP expression in clinical cervical tumors.
Up-regulation of MVP by hypoxia is of critical relevance as chemotherapy is currently a

standard treatment for those patients.

From our results it could be suggested that hypoxia not only induces increased
genetic instability, oncogenic properties and metastatization, but through the correlation
observed with MVP expression, another pathway of chemo and radiation resistance could

be developed.
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad multifactorial, extremadamente compleja en su
origen y progresién. Los procesos carcinogénicos vienen marcados por factores
genéticos, epigenéticos y ambientales. Durante el proceso carcinogénico las células
tumorales adquieran un incremento en el numero de alteraciones genéticas. Tales
cambios genéticos incluyen translocaciones cromosémicas, expresion amplificada de
genes, mutaciones intra-génicas y silenciamiento genético. Independientemente de los
factores que influyan, su intensidad y la combinacion entre ellos, en ultima instancia lo
que se necesita es un incremento en el nimero de alteraciones genéticas que afecten
especificamente a diferentes oncogenes. Todos estos cambios génicos pueden resultar
en la activacion de oncogenes o bien en la inactivacion de genes supresores tumorales
(Huang et al., 2007). Aunque los factores genéticos son los que tradicionalmente han
tenido mayor relevancia, cada vez se le da mas importancia a la influencia que el medio
externo (factores exdgenos o medioambientales) tenga sobre la integridad de la
informacion genética y la estabilidad génica en general. Asi, la exposicion de la célula a,
por ejemplo, hipoxia, puede generar determinados cambios genéticos permanentes que a
su vez pueden derivar en el desarrollo de alteraciones genéticas subsecuentes,
incremento del potencial de progresién de las células tumorales, e incluso, resistencia a

los tratamientos oncoldgicos (Huang et al., 2007).

La hipoxia parece estar relacionada con el incremento espontaneo de dafios al
ADN, con la inhibicion de los procesos de reparacion, el deterioro de la manutencién
celular y la pérdida de la integridad del ADN. Ademas, parece acelerar la progresion
tumoral mediante la alteracion de la expresidén de p53 y el incremento de la angiogénesis
(Lara et al., 2008; Wood, 1996). La desregulacion de las rutas de reparacién del ADN
puede contribuir a incrementar la inestabilidad genética inducida por la hipoxia tumoral
(Bindra et al., 2007). Las células presentan eficientes mecanismos de reparaciéon de dafo
al ADN. Cada dia, las diferentes células del organismo son dafiadas en su material
genético. La capacidad de reparacién de estas lesiones es alta, y generalmente las
células continuan viviendo sin mayores consecuencias. Es mas, en caso de imposibilidad
para reparar una lesion, las células disponen de otras vias para evitar que células con su
material genético dafiado se dupliquen (por ejemplo, apoptosis). Estos mecanismos para
reparar el dafo del ADN se ponen en marcha antes de que se produzcan mutaciones
(Wood, 1996). La inestabilidad genética tumoral inducida por la hipoxia provoca una
importante desregulacién de los sistemas de reparacion del ADN. La expresion de genes

que participan en los procesos de reparacion homoéloga (BRCA1 y RAD51), asi como
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genes relacionados con la reparacion del ADN (MLH1 y MSH2), aparece inhibida como
respuesta celular a la hipoxia (Bindra et al., 2007). Esta respuesta es extensible para los
genes asociados a la reparacion no homologa (NHEJ), que también sufren un proceso de
inhibicion de su expresién ante condiciones hipoxicas (Meng et al., 2005). No obstante,
esta relacion entre NHEJ e hipoxia no ha sido observada en otros trabajos publicados
(Sprong et al., 2006). Ku 70/80 constituye un complejo clave en la via de la reparacion no
homdloga que se pone en marcha cuando se producen, por ejemplo, roturas dobles de
cadena durante la emision de radiacion ionizante. Los niveles de expresion de Ku se han
relacionado con la supervivencia en pacientes tratados con radioterapia, aunque los
resultados son bastante controvertidos (Beskow et al., 2006; Wilson et al., 2000). Se ha
observado que aquellos pacientes con carcinoma cervical y sobre-expresion de MVP,
muestran ademas bajos niveles de Ku70/80 y BAX (Lloret et al., 2009). La alta expresiéon
de MVP parece estar asociada con la supresion de la reparacion no homodloga y la
subsecuente inestabilidad gendmica (Lloret et al., 2009). La combinacién de estos
mecanismos podrian ser los responsables de la progresion tumoral en los carcinomas
cervicales. No obstante, la alta expresién de MVP también ha sido asociada con la
reduccion, a largo plazo, del control local en pacientes que presentaban respuesta clinica

completa a los tratamientos radio-quimioterapicos (Lloret et al., 2008).

En la actualidad se usan distintas técnicas para medir los niveles de hipoxia en
tumores a nivel clinico. Uno de los métodos mas extendido es el método polarografico
eppendorf (Lara et al., 2008; Tatum et al., 2006). En pacientes con carcinoma cervical, la
hipoxia esta a menudo asociada a una baja respuesta al tratamiento asi como a una baja
supervivencia (Hockel et al., 1996; Fyles et al., 1998). Los tumores hipdxicos poseen una
mayor probabilidad de recidiva e incluso muerte (Fyles et al., 1998), y a menudo
muestran resistencia a los tratamientos quimioterapicos (Sasabe et al., 2007). La quimio-
resistencia podria ser explicada por los altos niveles de MVP. MVP se ve inducido a
través del factor inductor de hipoxia-1 (HIF-1), tal y como se ha demostrado previamente

en estudios in vitro (Lelong-Rebel et al., 2008).

La progresion tumoral inducida por la hipoxia (Hockel et al., 1996) también esta
relacionada con la expresion alterada de p53 (Koumenis et al., 2001) y el aumento de la
angiogénesis (Choi et al.,, 2003). El conjunto de estas modificaciones en el genoma
celular pueden favorecer la aparicion de propiedades oncogénicas y comportamiento
metastatico en las células afectadas. En pacientes con cancer de cuello uterino, la
hipoxia se asocia con la reduccién de la respuesta al tratamiento y la disminucién de las

tasas de supervivencia (Fyles et al., 1998). En este sentido se ha observado que los
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tumores cervicales hipéxicos, valorados mediante técnica de Eppendorf polarografico,
presentan incrementada la expresion de p53 (Haensgen et al., 2001) y de los niveles de
angiogénesis (Lyng et al., 1997; West et al., 2001), aunque el numero de estudios es

€SCaso.

El principal objetivo del presente estudio, fue valorar la relacion entre la expresion
de MVP vy la hipoxia en tumores cervicales, asi como estudiar la relacion de la expresion
de la proteina Ku70/80 en la reparacion no homologa (NHEJ) y la hipoxia tumoral en los
carcinomas cervicales. La angiogénesis y la expresion de la proteina p53 también fueron

analizadas en relacién con la progresion tumoral inducida por hipoxia.

MATERIALES Y METODOS

PACIENTES. El estudio conté con la participacion de cuarenta y tres pacientes
diagnosticadas con carcinoma localizado del cuello uterino, que fueron prospectivamente
reclutadas entre julio de 1997 septiembre de 2001 (Lara et al., 2008). Las pacientes
fueron diagnosticadas en los hospitales Universitario Materno-Infantil, Universitario Dr.
Negrin y Universitario Insular de Las Palmas de Gran Canaria; y tratadas con radioterapia
en nuestro Servicio. Las pacientes recibieron previamente el consentimiento informado
por escrito, donde se detallaban todas las bases del estudio. El trabajo fue aprobado por

el Comité Etico de Investigacion de nuestra Institucion.

La edad media de los pacientes fue de 49.48 + 12.79 afios (mediana 48, rango 29-
81 afos). El estadiaje clinico se realizd mediante especuloscopia, examen bimanual,
cistoscopia o rectoscopia. Todas las pacientes fueron exploradas mediante tomografia
axial computarizada abdomino-pélvica y radiografia de térax. Las pacientes fueron
clasificadas en base al sistema de clasificacion TNM (Cervix uteri, 2002). De acuerdo con
los criterios citados, 14 pacientes tenian enfermedad en estadio |, 22 pacientes
presentaban estadio Il y 7 estadio IlI-IVA. La mayoria de los pacientes presentaron
tumores de tipo histolégico escamosos (38 casos) en grado Il (19 casos) y 1l (19 casos).
Los detalles clinico-patoldgicos de los individuos en estudio se encuentran resumidos en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Pacientes (%) Bajo MVP Alto MVP
Caracteristicas (n=43) (n=23) (n =20) P
Edad 49.48 + 12.79 49.47 + 13.68 49.50 + 12.04 0.325
(29-81) (29-81) (32-72)
Estadio
I 14 (32.5) 5 9
Il 22 (51.2) 13 9
1] 7 (16.3) 5 2 0.228
Histologia
Epidermoide 38 (88.4) 23 15
Adenocarcinoma 5(11.6) 0 5 0.011
Grado
I 5(11.6) 3 2
Il 19 (44.2) 10 9
I 19 (44.2) 10 9 0.952
P53 39.15 + 27.62 37.53 +28.04 41.02 £ 27.74 0.685
(0-92) (0-92) (0-81)
Densidad Vascular 49.62 + 33.98 35.89 + 22.55 65.41 + 38.38 0.003
Media (MVD) (0-160) (0-113) (12-160)
Fraccién de Hipoxia 35.89 + 26.80 27.26 +22.96 45.82 + 28.00 0.022
(0-91.30) (0-66.30) (0-91.30)
pO2 medio 7.61+8.98 7.84 +7.85 7.36 + 10.34 0.863
(0—41.90) (0—24.30) (0—41.90)

La media £ de desviacion estandar y el rango estan incluidos, asi como p53, la densidad vascular, fraccion de hipdxica

y la mediana de pO2.

INMUNOHISTOQUIMICA. Las muestras de tejido fijado en parafina de las biopsias de los
tumores estaban disponibles para todas las pacientes del estudio y se utilizdé para el
andlisis inmunohistoquimico el bloque de tumor mas representativo. En una de las
secciones se omitié6 el anticuerpo primario, para usar dicha seccion como control
negativo, en cada serie de cortes. Como control positivo, se utilizé una seccién
fuertemente positiva para la oncoproteina en cuestion (Figura 1). La expresion de MVP,
Ku70/80, la angiogénesis tumoral (determinada por expresion de CD-31) y la expresién

de p53, se evaluaron mediante inmunohistoquimica. Los datos de p53 y de angiogénesis
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fueron obtenidos de nuestros archivos (Lara et al, 2008). Los bloques fueron manejados
tal y como se describe a continuacién, y se usé el anticuerpo secundario especifico

correspondiente para cada proteina (Tabla 2).

S . - .I‘_. © ——

“

L]
v al®
-

Figura 1. Microfotografias representativas de las determinaciones de MVP (a), p53 (b) y microvasos (c), por

técnicas de inmunohistoquimica.

Los bloques se cortaron en secciones de 4um que se montaron en portaobjetos,
desparafinados, rehidratados y pre-tratados con tampén citrato a pH 6 en una olla a
presion durante 3 min. Después de lavar, la actividad de la peroxidasa enddgena fue
bloqueada por el tratamiento con peroxido de hidrogeno 0,9% durante 10 min. A
continuacion, las secciones se lavaron y se incubaron para los anticuerpos secundarios
especificos durante una hora. Seguidamente se usé un anticuerpo secundario biotinado
(DAKO kit de deteccién, LSBA, Carpinteria, CA) que fue incubado durante 30 min vy
después un complejo preparado con peroxidasa-estreptavidina biotinated (DAKO, LSBA,
Carpinteria, CA). Tal y como se ha descrito previamente, la tincién fue revelada con un
sustrato tetrahydroclorhidro-diaminobencidina (DAKO, DAB cromogeno, Carpinteria, CA)
y rapidamente contrastados con hematoxilina de Harris. En una de las secciones se
omitié el anticuerpo primario, para usar dicha seccidon como control negativo, en cada
serie de cortes. Como control positivo, se utilizé una seccion fuertemente positiva para la
oncoproteina en cuestion. La tincion de Ku70/80 y p53 observado en el nucleo, se valord
en las zonas de maxima expresiéon del marcador en al menos 10 campos de gran
aumento (400 X) y como porcentaje de células tefiidas. Hasta 1000 células se contaron
en cada paciente. La angiogénesis se estimé por tincion de CD-31 como densidad
vascular media (MVD), segun criterios estandar (Apolinario et al., 1997). Asi, las areas
del tumor con intensa vascularizacién (o puntos calientes), se identificaron mediante
microscopia de luz con una ampliacion de baja potencia (100 X). Los microvasos
individuales se contaron usando un aumento de alta potencia (400 X Area, 0,18 mm?). El
valor fue representado por la suma del contaje de vasos de cuatro campos de estos 400

X (0,72 mm? de la superficie total).
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La determinacion de MVP fue revelada mediante el uso de sustrato
diaminobencidina tetra-clorhidrato (DAB cromégeno, Dako), seguido por la luz de
contratincién con hematoxilina de Harris, tal y como se ha descrito previamente (Lloret et
al., 2009).

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en este estudio

Proteina Clon Casa comercial

MVP Ab-2 Clone 1032 Neomarkers, Fremont, CA

CD-31 Clon JC/70A Dako, Carpinteria, CA

Ku70/80 Clon 162 Neomarkers, Fremont, CA

P53 Clone DO-7 Novocastra Laboratories Ltd., U.K.

DETERMINACION DE HIPOXIA TUMORAL. La oxigenacién tumoral fue medida por un
dispositivo de Eppendorf, siguiendo criterios estandar, tal y como se ha descrito
anteriormente (Clavo et al., 2003; Lara et al., 2008). Se utilizd6 un sistema de sonda
polarografica “pO, Histograph” (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). En cada serie de
mediciones obtenidas por el tumor, se registraron 200 mediciones para los valores de pO,
con un minimo de 6 pistas de electrodos diferentes. Se obtuvieron de manera agrupada y
para cada paciente: registros de los niveles de oxigenacion tumoral, de la mediana de
pO, y del porcentaje de los valores de pO, <10 y <6 mmHg. Los datos de hipoxia tumoral
fueron re-analizados para detectar los casos de hipoxia severa y los porcentaje de los
valores de pO, <2.5 mmHg (valor representado por HF2.5). Los datos derivados de la
inmunohistoquimica y de la hipoxia tumoral se segregaron, para garantizar un analisis

ciego de los pacientes.

ANALISIS ESTADISTICOS. Los anélisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa
informatico SPSS 13.0. Las variables dicotdmicas o categdricas (clinicas e
histopatolégicas) se analizaron mediante el test de Chi cuadrado (x?). Las variables
continuas fueron estudiadas para valorar el tipo de distribucién (normal vs. no normal)
mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff. Las variables continuas de distribucion normal
se analizaron mediante estudios de correlacion de Pearson, mientras que se uso la
correlacion de Spearman en el caso de variables continuas no normales. Los analisis de
relacion entre categoricas y continuas se realizaron mediante las pruebas de Mann-

Withney y Kruskall-Wallis en caso de distribucion no normal, y prueba T y pruebas de
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ANOVA para las variables que mostraban una distribucion normal. Los analisis
estadisticos se hicieron de manera ciega, de tal forma que no se pudiera relacionar el
resultado de la evaluacion de la inmunotincidn y/u oxigenacion tumoral con la respuesta

clinica del paciente

RESULTADOS

Se llevaron a cabo en los 43 pacientes, las determinaciones de todos los
marcadores inmunohistoquimicos asi como los valores de hipoxia. La expresién media de
Ku70/80 fue 62.41 + 27.16% (mediana 70%, rango 0-94%). La densidad vascular media
(MVD) fue de 49.62 + 33.98% (mediana 41%, rango 0-160). La expresion de p53 mostré
un valor promedio de 39.15 + 27.62% (mediana 35%, rango 0-92%). Por su parte, la
expresion de MVP se considerd baja (negativo/ligeramente positivo) en 23 casos, y alta

(fuertemente positiva) en los 20 casos restantes (Tabla 1).

La hipoxia tumoral también fue medida en todos los pacientes. Asi, la media de la
pO2 tumoral fue de 7.1 + 8.98 (mediana de 4.40 rango 0-41.9). La fraccién de hipoxia
tumoral <10 mmHg (HF10) present6 un promedio de 61.10 + 21.77% (mediana 63%,
rango 0-96%). Los valores de la fraccién media de hipoxia tumoral <5 mmHg (HF5)
fueron 51.84 + 23.53 (mediana de 52.50%, rango 0-95%). Los valores HF10 y HF5
estaban estrechamente relacionados (r = 0.883, p <0.0001). Los valores HF10 y HF5
también se mostraban estrechamente relacionados con los valores de pO2 media (r = -
0.796, p <0.0001 y r = -0.892, p <0.0001, respectivamente). Por ultimo, la fracciéon de
hipoxia tumoral media (HF 2.5) fue de 35.89 + 26.80 (mediana de 35.20%, rango O-
91.30%).

La expresion de MVP fue independiente de las variables clinicas e histoldgicas,
salvo para los tumores caracterizados histolégicamente como adenocarcinomas. De
hecho, los tumores de adenocarcinoma (5 casos incluidos en el estudio)
sobreexpresaban MVP, mientras que de los 38 tumores epidermoides 15
sobreexpresaban MVP (p = 0.011). Por otro lado, la alta expresion de MVP estaba
relacionada con altos niveles hipoxia, segun lo determinado por el aumento de las
fracciones hipoxicas HF (2.5) (45.82 £ 28.00%) en comparacién con los tumores de baja
expresion de MVP (27.26 + 22.96%) (p = 0.022) (Figura 2a).Los tumores que
sobreexpresaban MVP también mostraron aumento de la angiogénesis (65.41 + 38.38)

en comparacion con los casos de baja expresion de dicha oncoproteina, donde los
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valores de MVD fueron de 35.89 + 22.55% (p = 0.003) (Figura 2b). La expresion de MVP

fue independiente de la expresion de la proteina p53.
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Figura 2. Relacion entre los niveles de expresion de MVP con (a) la fraccién de hipoxia tumoral y (b) la

densidad media vascular (MVD).

La expresion de Ku70/80 y la hipoxia tumoral no se relacionaron con ninguna de
las variables estudiadas. Sélo la expresion de p53 se asocio de forma marginal a la edad

avanzada (p = 0.049), y al alto grado de diferenciacion (p = 0.034).

La baja expresion de Ku70/80 estaba relacionada con la hipoxia, determinada por
los bajos valores medios pO2 tumoral (r = 0.403, p = 0.008) (Figura 3a) y mayor
fracciones hipéxica HF10 (r = -0.313, p = 0.041) y HF5 (r = -0.289, p=0.060). El aumento
de la angiogénesis, medida como MVD, estaba relacionada con la hipoxia, determinada
por los bajos valores medios de pO2 tumoral (r = -0.363, p = 0.017) (Figura 3b) y mayor
HF10 (r = 0.381, p = 0.012) y HF5 (r = 0.392, p = 0.009). También se observo alteracién
de la expresion de p53, principalmente en los tumores hipoxicos (r = -0.341, p = 0. 025),
HF10 (r=0.218, p = 0.206) y HF5 (r = 0.160, p = 0.186) (Figura 3c).

Se observd una disminucion de la tincién de Ku70/80 en aquellas células que
distaban mas de los vasos sanguineos (Figura 4a); mientras que la tincién de p53 no
estaba relacionada con la arquitectura vascular (Figura 4b) (p < 0.05). Los tumores con
una alta expresion de Ku70/80 mostraron bajos niveles de p53 aunque esta relaciéon no

alcanzé significacion estadistica en esta serie de pacientes (p = 0.08).
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Figura 3. Relacion entre la mediana de la pO2 y (a) la expresion de Ku70/80, (b) la densidad vascular media

(MVD) y (c) la expresion de p53.

Figura 4. Relacion entre la cantidad de microvasos tumorales con (a) la expresion de Ku70/80 y (b) la

expresion de p53.
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DISCUSION

En el presente estudio se ha demostrado por primera vez que la hipoxia tumoral
severa se relaciona con altos niveles de expresion de MVP en tumores cervicales
clinicos. MVP se expresa en distintos sitios y, ademas de la resistencia a la
quimioterapia, se sabe que ésta proteina esta implicada en la regulacion de varios
procesos celulares entre los que destaca i) mecanismos de transporte, ii) transmisiones
de senal vy iii) la respuesta inmune (Berger et al., 2009). Estudios previos han demostrado
que las proteinas Vaults estan positivamente reguladas en diferentes lineas celulares
cancerigenas resistentes a diferentes drogas (lzquierdo et al., 1996), asi como en
modelos de resistencia a farmacos (lzquierdo et al., 1996; Siva et al.,, 2001). De esta
manera, se ha observado niveles elevados de MVP en numerosas lineas celulares
expuestas a un amplio panel de medicamentos citostaticos (por ejemplo, doxorrubicina,
metotrexato, vincristina o cisplatino) (Lange et al., 2000). Por el contrario, el factor de
necrosis tumoral o TNF provoca una inhibicién de la transcripcion MVP (Stein et al.,
1997). En este sentido, hay evidencias cientificas de una relacion entre la expresion de
MVP vy la resistencia a los farmacos en oncologia clinica (Mossink et al., 2003; Izquierdo
et al., 1998). Esta relacion ha sido también explorada en el caso particular de los tumores
de cuello uterino (Lloret et al., 2008) y en relacién a la respuesta clinica al tratamiento
radio-quimioterapico (Silva et al., 2007). MVP parece regular negativamente al gen pro-
apoptoético BAX, a través de su relacion con Ku70/80. Ku70/80 son los genes clave en la
via de reparaciéon NHEJ activada por dobles roturas en la cadena de ADN, inducidas por
ejemplo, por radiacién. Se ha observado que existe una asociacion entre la expresién de
Ku70/80 y la supervivencia en aquellos pacientes tratados con radioterapia (Beskow et
al., 2006; Wilson et al., 2000). Ku70/80 es un regulador central de la apoptosis mediante
la interaccion con BAX (Amsel et al., 2008) y BCL-2 que, a su vez, se ha observado que
inhibe a Ku, evitando de esta manera la reparaciéon NHEJ (Wang et al., 2008). En este
estudio, se mostré por primera vez que la hipoxia tumoral reduce la expresién de Ku70/80
en los tumores cervicales, lo que confirma anteriores estudios preclinicos sobre el papel
de la hipoxia en favor del aumento de la inestabilidad genética através de la reduccion de
la reparacion del dafio al ADN. Estos resultados también sugieren que la supresion de la
reparacion del ADN inducida por hipoxia afecta a todos los mecanismos de reparacion
conocidos (Huang et al., 2007), incluida la reparacion por escision de nucleétidos (NER),
MMR, HR y NHEJ.

En el ambito clinico, la induccion de MVP por la hipoxia es de suma importancia

ya que la quimioterapia es actualmente un tratamiento estandar para estos pacientes. Por
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otro lado, la hipoxia inhibe la reparacion NHEJ del ADN a través de la inhibicion de
Ku70/80 (Lara et al., 2008). La regulacion negativa de la reparacion de roturas dobles de
cadena (DSB) por la hipoxia es de fundamental importancia ya que algunos tratamientos
oncologicos como la radioterapia, inducen la muerte de células tumorales por DSB del
ADN. Aunque tanto la reparacion homoéloga cuanto la reparacidon no homdéloga (NHEJ)
estan relacionadas con la reparacion DSB, el segundo mecanismo ocurre mas
frecuentemente después de que la radiacién genere dafio al ADN. Los estudios
preclinicos sobre el papel de la hipoxia en células de cancer mostraron que la reduccion
de la pO2 es un factor que favorece la quimio-resistencia (Sasabe et al., 2007; Cosse et
al., 2008). En el cancer, la hipoxia es un factor pronéstico adverso asociado con la
progresion tumoral y la resistencia al tratamiento (Shannon et al., 2003). La hipoxia
induce adaptaciones celulares que comprometen la efectividad de la quimioterapia. La
captacion de drogas por las células en zonas hipoxicas se ve afectada por la falta de
oxigeno. Algunos medicamentos quimioterapéuticos requieren oxigeno para generar
radicales libres que contribuyen a su citotoxicidad. Por otra parte, la expresién de varios
genes que controlan la supervivencia de las células tumorales esta regulada por la
hipoxia (por ejemplo, factores de crecimiento que regulan la formacion de nuevos vasos
sanguineos, y factores de transcripcién sensibles a la hipoxia que modulan la expresion
de genes). El factor de transcripcion inducible por hipoxia-1 (HIF-1) es uno de los
principales mediadores de la homeostasis en los tejidos humanos expuestos a la hipoxia
y esta implicado en casi todos los procesos de la expresion génica rapida en respuesta a
niveles bajos de oxigeno (Adams et al., 2009). HIF-1 alfa estd sobreexpresado en la
mayoria de los canceres humanos comunes y sus metastasis, debido a la presencia de
hipoxia intratumoral y como resultado de mutaciones en genes que codifican
oncoproteinas y genes supresores de tumores (Semenza, 2000; Zhong et al., 1999). En
la actualidad, los autores estan de acuerdo en que se produce una amplia regulacion
negativa de los genes relacionados con HR bajo condiciones de hipoxia. Algunos de esos
genes son: XRCC2, XRCC3, BRAC2, RAD51C Rad51, RAD52, Rad54, BRCA1, BRCA2
(Huang et al., 2007; Meng et al., 2005; Sprong et al., 2006). Se ha demostrado que la
reparacion homologa de las DSB esta regulada negativamente por la hipoxia, y que a su
vez podria ser regulada positivamente por la represion de BRCA1 a través de E2F
(Huang et al., 2007).

En este punto es interesante plantear la hipétesis de qué ocurriria si se inhibiera la
expresion de HIF-1, y de como ese hecho podria afectar a los fendmenos de
quimioresistencia. Esta hipétesis abriria el debate de la posibilidad de revertir la

quimioresistencia, fendmenos que podrian ser muy interesante a nivel clinico (Lelong-
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Rebel et al., 2008). La manipulacion farmacoldgica de HIF-1 puede ofrecer un nuevo
enfoque terapéutico para enfermedades como el cancer, especialmente en combinacion
con agentes anti-angiogénicos (Bergers et al.,, 1999), que reducirian aun mas la
oxigenacion tumoral. Los resultados clinicos previos muestran una estrecha relacion de la
hipoxia clinica y el aumento de la angiogénesis y, en menor medida, con la alteracion de
la oncoproteina p53 (Lara et al., 2008). La respuesta clinica en pacientes que padecen
tumores tratados esencialmente con radiacion (como son el de cuello uterino y el cancer
de cabeza y cuello), depende, al menos en parte, de esos parametros. La presencia de
hipoxia, angiogénesis y alteracion de p53 podrian conducir a las células tumorales a otras
alteraciones, como el aumento de la inestabilidad genética, cambios en las propiedades

oncogeénicas, resistencia al tratamiento y mayor capacidad para metastatizar.

Por otra parte, se ha demostrado que el gen ATM de la ataxia telangiectasia
mutada, que desempefia un papel central en la respuesta al dafio al ADN mediante la
fosforilacion de genes efectores como el Chk2 (que actuan inhibiendo la progresién del
ciclo celular en respuesta a la activacion de ATM), se activa por la hipoxia como
respuesta al dafio sobre ATM quinasa, pero no en relacién con ATM quinasa y Rad3
(ATR). La proteina Chk2 es inducida por distintas sefiales de dafio tales como
radiaciones ionizantes, rayos UV, etc (Gibson et al., 2006; Zhou et al., 2000; Hangaishi et
al., 2002; Tort et al., 2002)

La regulacién negativa del gen de la reparacién no homologa (NHEJ) por la
hipoxia es un tema controvertido (Meng et al., 2005; Sprong et al., 2006). Las primeras
publicaciones del grupo de Glazer no mostraron cambios de los genes NHEJ en
condiciones de hipoxia (Bindra et al., 2004). Pero una reciente publicacion de este grupo
define claramente un conjunto de genes que mostraron una disminucién de su expresion
en genes relacionados con NHEJ (por ejemplo, Ku70, ADN-PKcs, DNA ligasa IV,
XRCC4) tanto en condiciones normales, como en malignas (Meng et al.,, 2005). Un
estudio posterior en lineas de células de hamster chino deficiente en la recombinacion
homologa mostré una disminucién del ratio de mejora de oxigeno (OER) (Sprong et al.,
2006). Por el contrario, el OER para la linea de DNA PKcs con deficiencia fue comparable
a los controles de tipo salvaje. Sin embargo, las dos estirpes celulares de anemia de
Fanconi también mostraron una reduccion significativa en el OER. Pacientes con anemia
de Fanconi mostraron defectos tanto en la reparacion homéloga como en la no homéloga
(Casado et al., 2005). En la presente serie de pacientes, la expresion tumoral de Ku70/80

esta relacionada con la hipoxia también en el ambito clinico. La hipoxia parece afectar
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ampliamente los sensores del dafio al ADN y a los genes transductores de sefales,
mostrando un escenario impresionante de reparacion de células defectuosas, en el que la

NHEJ también se ve afectada.

La inestabilidad genética causada por defectos en reparacion inducida por hipoxia
podria reducir la respuesta del tumor a la radiacion a través del desarrollo de fenotipos de
células resistentes. La proliferacion y progresién tumoral, como se muestra en los
tumores hipdxicos, podrian estar relacionados con el incremento en la expresion de E2F
y también con la expresion de p53 alterada y la angiogénesis (Koumenis et al., 2001;
Choi et al., 2003). Los resultados clinicos muestran una estrecha relacion positiva entre la
hipoxia y la angiogénesis y en menor medida con la alteracion de la expresion de la
oncoproteina p53. De hecho, la hipoxia parece inducir selectivamente el crecimiento del
tumor, eliminando por apoptosis las células con p53 de tipo salvaje y por tanto
favoreciendo la expansion clonal de las células p53 mutadas (Haensgen et al., 2001). Por
otra parte, la hipoxia es un fuerte estimulo para la expresion de VEGF que, a su vez, es
un importante factor angiogénico. Los pocos estudios clinicos publicados sobre el tema
son controvertidos (Lyng et al., 1997; West et al., 2001). En el trabajo de West, no se
observé relacion entre hipoxia y la expresién de factores agiogénicos, entre los que
estaba VEGF. En el estudio de Lyng, se observé una amplia heterogeneidad intratumoral
respecto a la distribucién del pO,. En los tumores cervicales, las regiones tumorales con
densidad vascular, definida como la longitud vascular por unidad de volumen del tejido,
se encontraba en el rango de 47-77 mm/mm3, y mostraron mayores niveles de p0, que
las regiones tumorales con densidad vascular en el rango de 20-47 mm/mm3. Asi mismo,
estas ultimas mostraron mayor p0, que las regiones con densidad vascular del tumor en

el rango de 0-20 mm/mm?.

Los resultados de este trabajo podrian sugerir que la hipoxia no esta unicamente
relacionada con los fendmenos de aumento de la inestabilidad genética, las propiedades
oncogénicas o la metastatization, como ha sido sugerido previamente por numerosos
autores. Sino que también podria estar detras de los fendbmenos de quimio-resistencia,
debido fundamentalmente al nexo establecido entre la hipoxia y la expresion de MVP.
Segun este y otros estudios, lo esperado en los tumores de cuello uterino seria un
aumento de la inestabilidad genética, de las propiedades oncogénicas, de la resistencia
al tratamiento y de la mayor capacidad para realizar metastasis. Por otra parte, la
regulacion negativa del proceso de reparacion de DSB, la expresion de p53 alterada y el

aumento de la angiogénesis, son de destacada relevancia para predecir la respuesta
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clinica en pacientes que padecen tumores que son tratados principalmente por radiacion

(es decir, de cuello uterino y cancer de cabeza y cuello).

En conclusion, la hipoxia inhibe la reparacién NHEJ del ADN, disminuyendo la
expresion Ku70/80, lo que combinado con un aumento de la angiogénesis y la expresion
de p53 alterada crearia un ambiente propicio que favoreceria a los mecanismos

responsables de la progresion tumoral en el carcinoma de cuello uterino.
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LA SOBREEXPRESION DE MVP Y/O IGF-
1R INDUCE RADIO-RESISTENCIA EN
PACIENTES AFECTOS DE CARCINOMA
CERVICAL TRATADOS CON RADIOY
QUIMIOTERAPIA
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CAPITULOV

Resumen

El presente trabajo objetivo evaluar la expresion de MVP en los pacientes con
carcinoma cervical tratados por radio-quimioterapia, y valorar su relacion con factores
prondsticos clinicos y patologicos asi como su papel en la prediccion de la respuesta
clinica. Ademas, se valord la relacion de la expresion de IGF-1R en esta cohorte de
pacientes. Para ello, se incluyeron en este estudio prospectivo, sesenta pacientes
diagnosticados de carcinoma cervical localizado, en el periodo comprendido entre julio de
1999 vy diciembre de 2003. El seguimiento se cerré en noviembre de 2007. Los tumores
se clasificaron en base a los criterios TNM. Todos los pacientes recibieron radiacion
pélvica a una dosis total de 45-64.80 Gy en fracciones de 1.8-2 Gy al dia, seguido de
braquiterapia y quimioterapia con cisplatino concomitante a una dosis de 40
mg/m?/semana. La expresiéon de MVP se estudié mediante inmunohistoquimica en tejido

tumoral incluido en parafina.

Se observé que MVP se expresaba en 58 pacientes (96.7%) y no se encontrd
relacion con las variables clinico-patoldgicas en estudio. La alta expresion MVP estaba
relacionada con la alta expresion IGF1-R (p = 0.023). Se observé respuesta completa tras
el tratamiento en 50 pacientes (83.3%). El estadio clinico de la enfermedad y la respuesta
clinica a la radio-quimioterapia fueron los factores prondsticos mas importantes
relacionados con la supervivencia. Los tumores que presentaban fuerte expresion de
MVP e IGF-1R se relacionaban significativamente con una baja supervivencia libre de
enfermedad local y regional (p = 0.006), una menor supervivencia libre de enfermedad a
distancia (p = 0.050), menor supervivencia libre de enfermedad (p = 0.006), y menor
supervivencia causa especifica (p = 0.007) en pacientes que tuvieron una respuesta

completa.

Segun esto, se puede concluir que la expresién de MVP e IGF-1R parece ser
importante para los tumores cervicales clinicos y confieren un menor control local a largo
plazo en pacientes que alcanzaron una respuesta clinica completa a la radio-

quimioterapia.
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Summary

MVP EXPRESSION IS RELATED TO IGF1-R IN CERVICAL CARCINOMA PATIENTS
TREATED BY RADIOCHEMOTHERAPY

Objective. To assess the expression of MVP in cervix carcinoma patients treated by
radiochemotherapy, its relation to clinical and pathologic prognostic factors and its role in
predicting clinical outcome. In addition the relation to IGF-1R expression in this cohort of

patients will be explored.

Materials and methods. Sixty consecutive patients suffering from localized cervix
carcinoma were prospectively included in this study from July 1999 to December 2003.
Follow-up was closed in November 2007. Patients were staged following the TNM
classification. All patients received pelvic radiation (45—64.80 Gy in 1.8-2 Gy fractions)
followed brachytherapy and concomitant cisplatin at 40 mg/m2/week doses. MVP

expression was studied by immunohistochemistry in paraffin-embedded tumour tissue.

Results. MVP was expressed in 58 patients (96.7%) and no relation was found with
clinicopathological variables. High MVP expression was related to high IGF1-R expression
(p=0.023). Complete response after treatment was observed in 50 patients (83.3%).
Clinical stage of the disease and clinical response to radiochemotherapy were the most
important prognostic factors related to survival. High MVP and IGF-1R tumour expression
was strongly related to poor local and regional disease-free survival ( p=0.006), distant
disease-free survival ( p=0.050), disease-free survival ( p=0.006), and cause-specific

survival ( p=0.007) in patients achieving a complete response.

Conclusion. MVP and IGF-1R expression were related in clinical cervical tumours and
confer reduced long-term local control in patients who achieved clinical complete

response to radiochemotherapy.
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INTRODUCCION

La quimioterapia y la radioterapia constituyen la base del tratamiento para el
carcinoma cervical no metastasico. No obstante, para optimizar los resultados clinicos,
cada dia mas se busca individualizar los tratamientos, para lo cual es imprescindible
estudiar diferentes factores biolégicos inherentes al individuo y al tumor con capacidad

para modificar la respuesta clinica del tratamiento aplicado.

Tal y como se ha detallado anteriormente, las proteinas Vaults son particulas de
ribonucleoproteinas presentes en el citoplasma de las células eucariotas y que poseen
una estructura semejante a un barril, con un hueco central. Estan compuestas por tres
proteinas y pequenos fragmentos de RNA no traducidos (VRNA). El principal componente
de Vaults es la proteina MVP (Major Vaults proteins) que tiene un peso de con 110 kDa.
Las dos proteinas menores son el vault poly(ADP-ribose) polymerase (VPARP) con 193
kDa y telomerase-associated protein-1 (TEP1) con 240 kDa (Kickhoefer et al., 1999). La
funcién principal de MVP es el transporte de sustancias. Esta proteina media algunos
fendmenos de resistencia a drogas, y aparece sobre-expresada en diferentes lineas
celulares multi-resistentes a quimioterapicos. La sobreexpresion de MVP se ha asociado
a la resistencia a multiples farmacos (MDR), mediante el transporte de drogas que lleva el
farmaco para lejos de sus dianas intracelulares y por el secuestro de las drogas (Mossink
et al., 2003). Por ello, la sobreexpresion de MVP podria ser usada como marcador clinico
de resistencia a drogas. En este sentido, los niveles de expresién de MVP se han
correlacionado con el grado de quimiorresistencia de células tumorales de diferentes
origenes (lzquierdo et al., 1996). Es mas, la expresion de MVP se ha asociado con un
fenotipo maligno en algunos tipos de cancer, lo que indica una participacion directa en el
desarrollo del tumor y la progresiéon del mismo (Steiner et al., 2006). Se ha sefalado
también que MVP interactia con PTEN (Minaguchi et al., 2006) y Erk (Xiang et al., 2006),
lo que indica que MVP podria estar implicado en la regulacién de la apoptosis y la
proliferacion por la via PI3K/Akt y MAPK. MVP es también un sustrato de src y esta
fosforilado por EGF (Kim et al., 2006).

MVP se ha asociado también con la resistencia a la radioterapia (Fichtner et al.,
2003), probablemente debido a su papel en la prevencién de la apoptosis mediante la
inhibicion del eje COP-1/p53 (Yi et al., 2005; Dornan et al., 2006). El papel de MVP en la
prediccion de la respuesta a la radioterapia ha sido recientemente observado en un
estudio donde se vio que MVP se relacionaba con un peor pronéstico en 78 pacientes

diagnosticados de carcinoma orofaringeo y tratados con radioterapia (Silva et al., 2007)
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El receptor para el factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1R), es un
receptor transmembranal de tipo tirosina kinasa que es activado por sus ligandos
endogenos IGF1 e IGF2. La activacion del receptor es determinante en los procesos de
crecimiento celular y metabolismo anabdlico. La activacion de IGF-1R conduce a la
activacioén de diversos mensajeros intracelulares tipo ras, raf y de la via MAPK, mediante
procesos de fosforilacién y defosforilacién. El resultado es una mayor tasa de
proliferacion celular y una activacion de otras vias de sefalizacién celular tipo PI3K, que
resulta en la prevenciéon de la apoptosis (Baserga et al., 2003). Ademas del crecimiento
celular y la inhibicion de la apoptosis, la activacion de IGF-1R se ha asociado con el
incremento de la resistencia a los tratamientos quimio y radioterapicos. En ese mismo
estudio, la baja la expresion de IGF-1R se correlaciond, a largo plazo, con la mejor
supervivencia libre de enfermedad Locales y Regionales (p = 0,045), supervivencia libre
de enfermedad (p = 0,045), supervivencia causa especifica (p = 0,032) y supervivencia
global (p = 0,021) en todos los pacientes que consiguieron una respuesta completa.
(Lloret et al., 2007)

Dado que tanto MVP como IGF-1R parecen inducir resistencia a los tratamientos
oncoldgicos, se podria pensar acerca de la posibilidad de una relacién entre MVP y IGF-
1R. En la actualidad no existen suficientes datos sobre el papel prondéstico de MVP en
pacientes con carcinoma cervical ni tampoco sobre su relaciéon con IGF-1R. Por ello, el
objetivo del presente estudio fue el de i) evaluar la expresién de MVP en pacientes con
carcinoma de cuello uterino tratado con radio-quimioterapia, ii) estudiar su relacién con
factores prondsticos clinicos y patologicos v iii) su papel en la prediccion de la respuesta
clinica. Paralelamente, iv) se explord la relacion de la expresion de IGF-1R en una

cohorte de pacientes.

MATERIALES Y METODOS

PACIENTES. Se incluyeron en este estudio sesenta mujeres que padecian cancer de
cuello uterino, diagnosticadas y tratadas con radioterapia y quimioterapia en el Hospital
Universitario Dr. Negrin de Las Palmas de Gran Canaria. Las pacientes fueron reclutadas
entre julio de 1999 y diciembre 2003 previa firma del consentimiento informado. El estudio
fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién de nuestra Institucién. Las pacientes
fueron seguidas hasta noviembre de 2007, con un promedio de seguimiento de 67.69 *

16.17 meses (mediana 68, rango 20-95 meses).
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El estadio clinico se realizé mediante especuloscopia, examen bimanual y
cistoscopia o rectoscopia cuando fuera necesario. Todas las pacientes fueron exploradas
mediante tomografia axial computarizada abdomino-pélvica y radiografia de térax. Los
pacientes, que se encontraban en una edad media de 51.50 + 12.10 anos, fueron
clasificadas siguiendo el criterio de clasificacion TNM (Cervix uteri, 2002). Veintiuna
pacientes se encontraban en estadio | de la enfermedad, 26 en estadio I, 12 en estadio
lll'y una en estadio IVA. La mayoria de las pacientes presentaban tumores escamosos

(54 casos) en grado Il (29 casos) (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes

Caracteristica Pacientes (n = 60) (%)
Edad (afios) 51.50 + 12.10
Estadio

/ 21 (35)

I 26 (43.4)

i 12 (20)

IVA 1(1.6)
Histologia

Epidermoide 54 (90)

Adenocarcinoma 6 (10)

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO. Todas las pacientes fueron remitidas al Servicio de
Oncologia Radioterapica del Hopistal Universitario de Gran Canaria, Dr. Negrin para
recibir terapia de radiacion externa en la pelvis. Se us6 una técnica de cuatro campo con
una dosis media de 50.44 + 2.41 Gy, en fracciones de 1.8-2 Gy cada dia. Ademas, se
realizd tratamiento con braquiterapia, donde se administré una baja tasa de dosis a una
dosis media de 29.70 £ 7.28 Gy (mediana 30 Gy) en 16 casos; y una alta tasa de dosis a
una dosis media de 24.61 + 3.83 Gy (mediana 25 Gy) en 43 casos. Una paciente no
recibidé braquiterapia y fue tratada Uunicamente por radioterapia externa a una dosis total
de 64.80 Gy. Todas las pacientes recibieron quimioterapia concomitante con cisplatino en

dosis semanales de 40 mg/m? durante la radioterapia pélvica.

La respuesta clinica completa al tratamiento se evalud 6-9 semanas después de
finalizado el tratamiento, siguiendo los criterios de la UICC (The International Union
Against Cancer), WHO (World Health Organization) y RECIST (Criterios de Evaluacion de

Respuesta en Tumores Sélidos) (Therasse et al., 2000). El seguimiento fue realizado por
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personal especializado en ginecologia y oncologia a intervalos periddicos. Los pacientes
se evaluaron cada tres meses durante los dos primeros afos, cada seis meses hasta los

5 afios, y a partir de ahi se procedié a una evaluacion anual.

INMUNOHISTOQUIMICA. La expresién MVP se estudié en la cohorte de pacientes
mediante inmunohistoquimica tal y como se ha resefado en capitulos anteriores (Lloret et
al., 2007). Las secciones de tejidos fijados en parafina de las biopsias tumorales fueron
incubadas con anticuerpos monoclonales anti-MVP de ratones (LRP / MVP Ab-2, Clon
1032, Neomarkers, CA) a una dilucién 1:100 e incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente en una camara humeda. Tras esto, se procedid a una incubacién con un
anticuerpo secundario biotinilado (DAKO kit de deteccién, LSBA, Carpinteria, CA) y un
complejo peroxidasa-estreptavidina biotinilado (Dako, LSBA, Carpinteria, CA). La tincién
fue revelada (DAKO, DAB cromégeno, Carpinteria, CA) y contrastada con hematoxilina
de Harris. En una de las secciones se omitié el anticuerpo primario, para usar dicha
seccion como control negativo, en cada serie de cortes. Como control positivo, se utilizd
una seccion fuertemente positiva para la oncoproteina en cuestion. La tincion de MVP,
observada en el citoplasma celular, se realiz6 a ciegas, desconociéndose las
caracteristicas clinicas de los pacientes asi como la respuesta clinica. La determinacion
se hizo en las zonas de maxima expresién del marcador en al menos 10 campos de gran
aumento (400 X). Se adopté una nomenclatura semiquantitativa tal como sigue: negativo,
(-); poco positivo, (+); moderadamente positivo, (++); y fuertemente positivo, (+++). Los
datos sobre la expresién de IGF-1R se obtuvieron de nuestros archivos (Lloret et al.,
2007), siguiendo el mismo protocolo para la tincion y la puntuacion, tal y como se

describié previamente.

ANALISIS ESTADISTICOS. El anélisis estadistico se realiz6 mediante el software SPSS
15,0. La respuesta clinica tras el tratamiento se evalué de inmediato (6-9 semanas
después del final de la radioterapia), usandose las siguientes nomenclaturas: respuesta
clinica completa (RC), Supervivencia libre de enfermedad loco-regional (LRDFS),
supervivencia libre metastasis a distancia (SLM), Supervivencia libre de enfermedad

(DFS) y supervivencia absoluta (SA).
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RESULTADOS

Se llevd a cabo la determinacion de la expresion de MVP para los 60 casos
estudiados. Observamos una asociacion positiva entre la expresion de ésta oncoproteina
e IGF-1R, de tal manera que los tumores que presentaban altos niveles de expresién de
MVP también tenian altos niveles de expresion de IGF-1R (x? test, p = 0.023) (Tabla2).

l'abla 2. Relacién de la expresién de MVP y IGF-1R en tumores cervicales

MVP
Q) (+) (++) (+++) Total

IGF-1R  (-) 1 2 1 0 4

(+) 0 0 2 6 8

(++) 1 4 0 8 13

(+++) 0 5 4 26* 35

Total 2 11 7 40 60
*P =0.023

Cincuenta pacientes tuvieron respuesta completa después del tratamiento (83.3%
del total de individuos estudiados). La supervivencia libre de enfermedad loco-regional
(LRDFS), la supervivencia libre de metastasis a distancia (DMFS), la supervivencia libre
de enfermedad (DFS) y la supervivencia absoluta a los 5 afios fueron de 73%, 91.9%,
73% y 72.3% respectivamente. No se observé asociacion alguna entre la expresién de
MVP y la evolucion clinica de los pacientes (Tabla 3). La respuesta clinica al tratamiento
fue el unico factor predictivo relevante en relacién a la supervivencia global, en analisis
multivariante (p<0.0001, Exp (B) 32.835; 1.C95%:5.697-189 .251).

Se analiz6 el papel de MVP en relacion al control local a largo plazo y a la
supervivencia en aquellos pacientes que tuvieron respuesta clinica completa tras finalizar
el tratamiento radioterapico. Todos aquellos pacientes con respuesta clinica completa
que ademas presentaban expresion negativa o débilmente positiva para MVP (n = 17
pacientes) se mostraron libres de recidiva local, metastasis o muerte relacionada con la
enfermedad; frente a 6 de los 33 pacientes que respondieron teniendo tumores con MVP

fuertemente positivo.
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Tabla 3. Relacion de variables pronosticas y respuesta al tratamiento

Variable Respuesta LRDFS DMFS DFS Supervivencia
Edad P =0.908 P =0.458 P =0.261 P = 0.465 P =0.467
Estadio P =0.007 P < 0.0001 P=0.172 P < 0.0001 P < 0.0001
Histologia P =0.248 P=0.015 P =0.207 P= 0.015 P=0.012
Grado P =0.982 P =0.661 P =0.350 P =0.662 P =0.610
MVP P =0.806 P=0.193 P =0.659 P =0.190 P =0.202
IGF-1R P=0.198 P=0.779 P=0.10 P =0.790 P =0.803
Repuesta - - P =0.091 - P < 0.0001*
tumoral

P =0.0001 (Regresion de Cox).

Los resultados mostraron una tendencia a la significacion estadistica para la
supervivencia libre de enfermedad loco-regional (LRDFS) (p = 0.087), la supervivencia
libre de enfermedad (DFS) (p = 0.081) y la supervivencia global (p = 0.087) (datos no
mostrados en la Tabla 3). Estos resultados son similares a otros obtenidos previamente
en relacion a IGF-1R. (Lloret et al., 2007). De hecho, 19 pacientes que tuvieron respuesta
clinica completa y que presentaban ademas niveles negativos o débilmente positivos de
expresion de IGF-1R, estaban libres de enfermedad local, a distancia o enfermedad
relacionada con la muerte. La expresion de IGF-1R fue marginalmente predictiva para la
supervivencia libre de enfermedad loco-regional (LRDFS) (p = 0.052), la supervivencia
libre de enfermedad (DFS) (p = 0.051) y la supervivencia cancer especifica (CES)

(p=0.049) (datos no mostrados en la Tabla 3).

Los analisis combinados de la expresion de MVP y IGF-1R en los tumores,
mostraron que los 27 pacientes que presentaron respuesta completa y que ademas
tenian negativos o débilmente positivos niveles de expresion tanto de MVP como de IGF-
1R, estaban libres de enfermedad local, recaida o muerte relacionada a la enfermedad,
en comparacion con los seis de los 23 pacientes portadores de MVP y el IGF-1R

fuertemente positiva, que tuvieron respuesta completa. Es mas, observose que 10
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pacientes con altos niveles de MVP y bajos niveles de IGF-1R, asi como 8 pacientes con
bajos niveles de MVP y altos niveles de IGF-1R, estaban también libres de enfermedad
siempre y cuando hubieran tenido respuesta clinica completa al tratamiento. Los analisis
de Long Rank para las curvas de supervivencia fueron especialmente relevantes y
significativos para los casos de supervivencia libre de enfermedad loco-regional (LRDFS)
(p = 0.006), supervivencia libre de enfermedad a distancia DDFS (p = 0.050),
supervivencia libre de enfermedad (DFS) (p = 0.006) y supervivencia absoluta (p = 0.007)
(Figura 1).
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Figura 1. Relacién entre los niveles de expresion de MVP e IGF-1R en pacientes con respuesta clinica
completa para (A) la supervivencia libre de enfermedad loco-regional (LRDFS), (B) supervivencia libre de

enfermedad a distancia DDFS, (C) supervivencia libre de enfermedad (DFS) y (D) supervivencia absoluta
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DISCUSION

Esta es la primera evidencia clinica de que existe una fuerte relacion directa entre
la expresion de IGF-1R y MVP, lo que sugiere que ambos genes se expresan
habitualmente en los mismos tumores y, mas interesante aun, que ambos necesitan
expresarse para conferir quimio-radio-resistencia. Observamos excelentes cifras de
supervivencia en el subgrupo de pacientes con bajos niveles de MVP y/o niveles bajos
de IGF-1R que mostraron una vez que se obtuvo una respuesta completa al tratamiento.
Por el contrario, no detectamos ninguna ventaja en aquellos pacientes con ambos

marcadores negativos en comparacién con aquellos con un marcador negativo.

No hay datos disponibles sobre el papel de MVP en el carcinoma cervical o en los
fendmenos de respuesta a la quimio-radioterapia. No obstante, se podria pensar que
tanto MVP como IGF-1R incrementan la proliferacion celular posiblemente a través de la
activacion de Src (Kim et al., 2006), PTEN (Minaguchi et al., 2006), o ERK (Xiang et al.,
2006), asociado a una inhibicién de la apoptosis a través del eje COP1/P53 ATM (Dornan
et al., 2006). Este conjunto de procesos podrian conducir al desarrollo de resistencia
tumoral a los agentes que danarian al ADN, generando la subsecuente resistencia al

tratamiento.

Estos resultados mimetizan un reciente estudio publicado por Silva et al. donde el
MVP se comporté como un fuerte predictor de la respuesta clinica en 78 pacientes con
cancer orofaringeo. En este estudio se tuvo en cuenta que pueden haber diferencias
significativas en la respuesta al tratamiento aunque las caracteristicas tumorales y de
tratamiento sean semejantes. De esta forma, se investigd la potencial asociacion entre la
expresion MVP y la respuesta al tratamiento en un grupo de pacientes con carcinoma
orofaringeo tratados con radioterapia. En un analisis multivariante, se mostrd por primera
vez que la elevacion de la expresion de MVP estaba asociada con la resistencia a la
radioterapia de los pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y el cuello
(HNSCC). Para este estudio, todos los pacientes recibieron radioterapia radical en el
lugar principal de la afectacion y, dependiendo del estado de los ganglios del cuello,
también se sometieron a una diseccion cervical. De esta cohorte de pacientes, ninguno
habia recibido quimioterapia. En conclusion, la capacidad de predecir la respuesta al
tratamiento, especialmente en relacion a la respuesta a la radioterapia, podria aportar

nuevos datos en el camino de la individualizacion del manejo de pacientes, facilitando la
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eleccién de la modalidad de tratamiento primario o si se requiere o no tratamiento
adyuvante (Silva et al., 2007).

El presente estudio sugiere que los niveles de expresiébn combinados de
MVP/IGF-1R pueden ser importantes para predecir la respuesta clinica en pacientes con
cancer cervical, aunque estos resultados preliminares deben ser confirmados en ensayos
clinicos que incluyan un tamafo muestral mayor. Por otro lado, nuevos estudios que
incluyen los marcadores PTEN, p53 y PI3K, son también necesarios para definir con

precision el papel de estas oncoproteinas en vias moleculares comunes de sefalizacion.



CONCLUSIONES
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

1. Las particulas vaults, junto con otros factores aun por dilucidar, parecen ejecer algun
papel en los mecanismos de reparacion homéloga y no homoéloga de dafio al ADN. Si las
vaults estan sobreexpresadas, la reparacion NHEJ puede ser suprimida a través de
varios mecanismos. La inestabilidad genémica podria tener su origen en una inhibicion
de la reparacion homoéloga tras roturas dobles de la cadena de ADN, o por defectos en la
reparacion no homéloga. Estos eventos estan asociados con la decision de las células
dafadas de sobrevivir y proliferar, lo que favorece la progresiéon del tumor y reduce la
respuesta del tumor al tratamiento oncolégico a través del desarrollo de fenotipos

resistentes.

2. La hipoxia inhibe la reparacion NHEJ del ADN por la disminucion de la expresion de
Ku70/80 combinado con un aumento de la angiogénesis y la inducciéon de la expresion de

p53 alterada, por lo que aumenta la inestabilidad gendmica.

3. La hipoxia en combinaciéon con altos niveles de expresiéon de MVP podria estar

relacionada con el desarrollo de nuevas vias de quimio-resistencia.

4. La combinacion de la expresion de MVP/IGF-1R puede ser importante para predecir la
respuesta clinica en pacientes con carcinoma cervical, aunque estos resultados
preliminares deben ser confirmados por un ensayo clinico mas grandes. Por otro lado,
nuevos estudios incluyendo marcadores PTEN, P53 y PI3K serian necesarios para definir

con precision el papel en comun de estas proteinas con las vias moleculares.
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Conclusions

1. Vaults, together with other factors, may play a role in the homologous and
nonhomologous end joining repair to the DNA. NHEJ repair systmem seems to be
supressed when vaults are overexpressed. Genome instability could be caused by an
inhibition of the homologous repair mechanisms after double strand breaks of the DNA or
by defects in the NHEJ repair. These events may be associated with the decision of the
damaged cells to survive and proliferate, fauvoring tumour progresion and reducing

tumour response to treatment developing resistance phenotypes.

2. Hypoxia inhibits NHEJ repair of the DNA through the inhibition of Ku70/80 expression,
together with an increment of angiogenesis and induction of altered p53. These events

produce, at least, genome instability.

3. Hypoxia and high MVP expression may be associated with new mechanisms for the

development of chemoresistance.

4. MVP/IGF-1R expression may be of relevante for predicting clinical response in cervical
cancer patients, although additional clinical studies are necessary to test this hypothesis.
PTEN, P53 or PI3K should be included in those studies to better understand the common

roles that these proteins seem to have.
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