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1. ANTECEDENTES DE LOS MARCADORES PRONOSTICOS Y LA RADIOTERAPIA

Los resultados clinicos de la radioterapia en pacientes oncoldgicos y su relacion con los
marcadores prondsticos, son el hilo conductor de los proyectos de estudio tumoral que durante
los Ultimos afios se han llevado a cabo en el Servicio de Oncologia Radioterapica del Hospital

Universitario Dr. Negrin.

Los tratamientos con irradiacién de tumores son complejos y no sélo afectan a la masa
tumoral, también a los tejidos sanos circundantes. Por ello, los pacientes con cancer que se
presentan en la consulta de radioterapia deben enfrentarse a una gran incertidumbre en cuanto
a los resultados que el tratamiento puede producirles. Uno de los objetivos que se persiguen es
la individualizacion de las terapias, personalizando al maximo los tratamientos en funcion de las
caracteristicas especificas de la enfermedad de cada paciente. En este sentido, los marcadores
pronosticos juegan un papel importante, ya que nos ayudan a conocer estas caracteristicas
particulares. Asi, un paciente que presenta un tumor con alta proliferacion celular, cuyos niveles
de hipoxia son elevados, que a todas luces posee un tumor radioresistente, requiere de una
dosis de radiacion alta para controlar el tumor; mientras que en un paciente con un tumor
menos activo, el empleo de una dosis mas baja de radiacion puede ser suficiente para eliminar
el tumor y asi evitar la toxicidad que la radiacién provoca en los tejidos sanos. Si ambos
pacientes presentan un tumor del mismo tipo y tamafio, y en el mismo estadio, determinar cual
de ellos respondera mejor a la radiacion es importante para reducir en la medida de lo posible
los efectos secundarios. Sin embargo, establecer una relacion entre las propiedades bioldgicas
de un tumor y los resultados que presenta el paciente tras la radioterapia no es sencillo, pues

en general son muchos los factores que pueden intervenir.

Con la intencion de profundizar en la relacion entre los marcadores prondsticos y los
efectos de la radiacion en los pacientes con cancer, en base a los conocimientos que sobre
estos temas ya existian, el grupo de investigacion del Servicio de Oncologia Radioterapica del
Hospital Universitario Dr. Negrin ha llevado a cabo una serie de estudios de los que han surgido
varias publicaciones en revistas internacionales de prestigio y que comentaremos mas
detalladamente en esta revision. Pero previamente expondremos una breve introduccion de los

aspectos mas importantes que tienen relacion con los articulos publicados.
1.1 El daio celular radioinducido

El uso de la IR se ha implantando como una de las herramientas mas Utiles en el
tratamiento de determinadas enfermedades en las que se quiere controlar o reducir la

proliferacion celular; una de ellas es el cancer.
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La radiobiologia es la ciencia que estudia los efectos que la radiacion ionizante (IR)
produce en los organismos vivos. Para estudiar estos efectos se han empleado técnicas in vitro,
como cultivos celulares o cultivo de tejidos; y experimentos /7 vivo, mediante el uso de
trasplante de tumores en ratones. Aunque la radiobiologia ha sido tradicionalmente una ciencia
descriptiva, en los Ultimos anos se han desarrollado en mayor medida los estudios sobre la

accion de la IR a nivel molecular.

El efecto Ultimo de la IR en el material vivo es la perdida de la estructura y funcion de
algunas moléculas bioldgicas, entre ellas el ADN. La IR puede romper las moléculas de ADN por
interaccion directa; o bien, indirectamente, a través de la formacion de radicales libres de O,,
altamente reactivos e inestables, que surgen de la ionizacion de las moléculas celulares, y que

al chocar con el ADN puede dafiarlo, o incluso romperlo.

Se cree que el ADN es la diana critica mas importante para la produccion de mutacion y
muerte celular inducida por radiacion. Las lesiones que se producen en el ADN a través de la
radiacion son: la rotura doble de cadena, rotura simple de cadena, dafios en las bases
nitrogenadas, dafios en los azlcares, entrecruzamientos de ADN y entrecruzamientos ADN-
proteinas. Una de las caracteristicas particulares del dafio de ADN mediante IR es la aparicion
de lugares de dafio mdltiple (focally multiply damaged sites, LMDS), en los que multitud de
lesiones del ADN aparecen proximas en el espacio. Por otro lado, las roturas dobles de cadena
(DSB) se consideran las lesiones radioinducidas mas importantes del ADN. Si estas lesiones no
se reparan, son letales; pero si se reparan de forma incorrecta, pueden dar lugar a mutaciones
y pérdida de material genético, que al acumularse en las células capaces de sobrevivir al dafio,

generan fenotipos celulares resistentes que pierden el control del ciclo celular.

Cuando se produce dafio en el ADN debido a la irradiacion, las células tratan de reparar
estas lesiones para continuar con su ciclo celular. Este proceso se inicia con la localizacion del
dano, para posteriormente proceder a su reparacion y a la sefalizacion de dicho dafio a la
maquinaria que regula el ciclo celular y la trancripcion. Si las lesiones no se reparan
correctamente, el proceso puede concluir con la muerte celular. Rouse y Jackson (2002)
propusieron un modelo de deteccion, reparacion y sefializacion de los dafios de ADN. Segun
este modelo, existen moléculas, los factores de reparacion especificos, que reconocen las
lesiones de ADN. Si estas lesiones son sencillas de reparar, no se produce ningln tipo de
sefializacion vy el ciclo celular no se ve afectado. Si las lesiones son mas complicadas (DSB) y su
reparacion se prolonga en el tiempo, una serie de factores se acumulan en las proximidades del
dafio para favorecer el reclutamiento de material de reparacion. Si aun asi el dafo es
persistente, se activa la respuesta global al dafio de ADN, en la que se produce una cascada de
sefializacion para promover la parada del ciclo celular y el incremento de la capacidad

reparadora de la célula. Este modelo se ajusta bastante a las observaciones experimentales.
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Determinar si una célula tumoral y, en extension, si un tumor es mas radiosensible que
otro, es un mecanismo importante para establecer la terapia mas adecuada para cada paciente.
Hay que tener en cuenta que también los tejidos sanos sufren dafios con la radiacion,
produciendo toxicidad y efectos no deseados. En este aspecto, el uso de marcadores
prondsticos en la determinacion de la radiosensibilidad de un tumor es muy Util para desarrollar
tratamientos cada vez mas individualizados (Kiltie, 2005). Por ello, los avances en estos campos

son imprescindibles.
1.2 Efecto de la hipoxia tumoral en los tratamientos de irradiacion

Muchas de las caracteristicas bioldgicas de los tumores estan influidas por las
condiciones microambientales que los rodean. El flujo sanguineo, la microcirculacion, el pH, el
estado bioenergético y metabdlico del tumor, asi como el aporte de nutrientes y de oxigeno son
condicionantes de: la tasa de proliferacion celular, la capacidad de reparacion de las lesiones, la
induccién de apoptosis, el potencial de invasién metastatico y angiogénesis tumoral o la

capacidad de expresion de genes responsables de la resistencia a drogas.

Una caracteristica del tejido tumoral es que, a medida que crece, se aleja de las fuentes
de aporte de nutrientes y oxigeno. Aunque se producen nuevos vasos sanguineos con el
objetivo de nutrir estas zonas, encontramos regiones heterogéneamente distribuidas en la masa
tumoral en las que se produce una deplecién de la concentracién de oxigeno (Vaupel et al.,
2001). En el estudio de Lartigau (2007), aquellos pacientes con niveles de hipoxia intratumoral
mas elevados presentaron un peor control de la enfermedad y menor supervivencia que los que

presentaban mejor oxigenacion, en igualdad de estadio y tamafio tumoral.

Los niveles de hipoxia tumoral tienen relacion con la resistencia a la radiacion de los
tumores solidos. Esto se debe a los mecanismos indirectos a través de los cuales la radioterapia
inflige el dafo celular, y en los que la molécula de oxigeno juega un papel principal. Mediante la
radiacion se producen radicales libres que reaccionan con las moléculas celulares, las cuales al
interaccionar a su vez con otros elementos y moléculas dan como resultado especies reactivas
de oxigeno, altamente inestables y oxidantes. Estas moléculas derivadas del oxigeno son las
responsables de la destruccion de las biomoléculas y la consecuente muerte celular (Wolff,
1981; Hellman y Rosenberg, 1999). Por lo tanto, en presencia de O, el dafio de ADN
radioinducido se mantiene, mientras que en condiciones de hipoxia el efecto de dafo celular

por irradiacion disminuye.

La medida de la presion parcial de oxigeno (pO2) como factor predictivo a la respuesta
clinica esta validada en la actualidad. En el estudio de Brizel, de 1995, se midieron los valores
de pO2 en dos localizaciones intratumorales distintas, en tres tipos de tumores, y se observd

que la variabilidad intrapaciente fue menor que la variabilidad interpaciente en todos los
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parametros medidos. Estos resultados se confirmaron en algunas publicaciones posteriores
(Lyng et al., 1997; Wong et al., 1997).

En cuanto a la relacion entre los niveles de hipoxia y otras funciones celulares, se han
realizado varios estudios para determinar si existe tal relacion y si puede ser predictiva de la
respuesta clinica en pacientes con cancer (Sheridan et al., 2000 y Haensgen et al., 2001, que
estudiaron el indice apoptotico y p53 en relacion a los niveles de oxigenacion). Pero lo cierto es

que las publicaciones en este tema son contradictorias.
1.3 Los marcadores prondsticos en el estudio del cancer
1.3.1 Elorigen de los marcadores prondsticos

En los afnos 50, se tenia la idea general de que no existian materiales
especificos de los tumores en los tejidos cancerosos humanos. Sin embargo, en 1965, Gold y
Freedman publican dos trabajos consecutivos en los que describen y demuestran la presencia
de un antigeno tumoral especifico del sistema digestivo humano, el antigeno
carcinoembrionario (CEA). Este descubrimiento provocd toda una revolucion y desde entonces
han sido muchas las biomoléculas que se han estudiado en relacion a los tejidos tumorales

humanos.

1.3.2 La proliferacion celular y el receptor del factor de crecimiento dependiente
de insulina (IGF-1R)

La proliferacion celular de cualquier tejido estd sujeta a la accion de moléculas
reguladoras, asi como al suministro de nutrientes y a la comunicacién con otras células. Estas
moléculas reguladoras, entre las que se encuentran los factores de crecimientos, son
generalmente proteinas que se unen especificamente, mediante enlaces de alta afinidad, a
receptores celulares cuya funcidon es controlar el ciclo celular. La unidn de un factor de
crecimiento con su receptor provoca una serie de reacciones bioguimicas en cascada que
permiten enviar la informacion hasta el ndcleo. Es lo que se conoce como transduccion de la
sefial. Una vez en el nlcleo, la decision de la induccion proliferativa queda en manos de otros
mediadores bioldgicos, que regulan lo que se denominan puntos de control del ciclo celular o
check-points que se encargan de impedir la progresion de células dafnadas y de mantener la

homeostasis celular (Ivanchuk y Rutka, 2004).

Los factores de crecimiento pueden ser inductores o supresores de la proliferacion
celular. La activacion y posterior sefializacion de unos u otros tienen como consecuencia un
equilibrio en las funciones celulares basicas como la diferenciacion celular, la movilidad, la

adhesion o la muerte celular.
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El receptor del factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1R) modula el
crecimiento celular y es un importante factor metastatico, regulando la migracion celular, la
invasion y la angiogénesis. Es una proteina de la membrana celular con funcion tirosin-quinasa,
gue se expresa en muchos tipos celulares. Su estructura final consiste en un homodimero
complejo, formado por dos subunidades extracelulares alfa, y dos subunidades transmembrana
beta, unidas entre si por puentes disulfuro. En las cadenas alfa encontramos el dominio de
union al ligando, mientras que las cadenas beta aparecen diferenciadas en una region
yuxtamembranal, un dominio intracelular con funcién tirosin-quinasa y un dominio carboxilo

terminal con funciones de interaccion proteica (Ullrich et al., 1986).

La activacion del receptor de IGF-1 conduce a una activacion de las rutas ras, raf y
MAPK, lo que se traduce en un incremento de la proliferacion, y también activa la ruta PI3K,
produciendo un efecto de prevencion apoptética (Navarro and Baserga, 2001; Baserga et al.,
2003).

IGF-1R es especialmente importante por su efecto anti-apoptdtico frente a la radiacion
(Kulik et al., 1997). En el estudio de Wen et al., en 2001, se evalud el efecto de la inhibicion de
IGF-1R en pacientes con cancer de mama y colon, observandose que la inhibicion de la funcion
de este receptor incrementaba la respuesta del tumor a la irradiacion. Existen otros trabajos en
los que se ha determinado el efecto que produce la inhibicion de IGF-1R frente a la irradiacion
(Cosaceanu et al., 2005; Macaulay et al., 2001; Peretz et al., 2001), y en todos se relaciona
esta inhibicion, estrechamente ligada a la expresion y sefalizacién ATM (ataxia telangiectasia
mutada), con un incremento de la radiosensibilidad. Estos resultados han llevado a pensar que

la activacion de IGF-1R esta asociada a un incremento de la radioresistencia.

El valor prondstico de IGF-1R no esta claro en la literatura. No son muchos los trabajos
que se han dedicado al estudio de este factor en series amplias de pacientes y los que existen
han obtenido resultados dispares. En el estudio de Railo et al. (1994), realizado sobre una serie
de 126 pacientes con cancer de mama, una expresion elevada del marcador se relacionaba
significativamente con peor supervivencia. Por otro lado, en el estudio de Shimizu et al. (2004),
también realizado sobre pacientes con cancer de mama (210 pacientes), IGF-1R estaba
sobreexpresado en el 43% de las pacientes, pero su expresion no se asocid de forma
significativa a ningln parametro clinico-patoldgico, ni tampoco a una disminucién de la
supervivencia libre de enfermedad. Existen otros articulos en los que se ha estudiado la
expresion de IGF-1R en otro tipo de carcinomas, como en cancer colorrectal (Peters et al.,
2003; Nakamura et al., 2004), o en sarcomas de tejido blando (Ahlén et al., 2005), pero el

resultado de todos ellos tampoco es concluyente.
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En cuanto a los trabajos realizados sobre la significacion prondstica que IGF-1R pueda
tener en relacion a los pacientes tratados con terapias de irradiacion, el nimero de articulos se
reduce aln mas (Turner et al., 1997; Lloret et al., 2007; Taunk et al., 2010).

1.3.3. La reparacion del ADN y Ku70/Ku80

La alteracion en la secuencia de ADN es un fendmeno que se produce de
forma intrinseca a la célula debido a errores en el proceso de replicacion. Estas alteraciones
también pueden generarse mediante cambios quimicos espontaneos de las bases nitrogenadas.
Pero ademas existen multitud de agentes que pueden modificar la secuencia de ADN. Estos
agentes pueden ser ambientales (sustancias quimicas, radiacion), bioldgicos (virus) o sustancias
generadas durante el metabolismo de la célula (especies reactivas de oxigeno). Los defectos de
la reparacion del ADN pueden generar importantes alteraciones genéticas asociadas a multiples

enfermedades, entre ellas el cancer.

Los dafios en el ADN pueden afectar a un solo nucledtido (formacidon de dimeros,
formacion de aductos), a una regién mas amplia del ADN (entrecruzamientos intra e inter-
catenarios, entrecruzamientos ADN-proteina), incluso puede producirse una rotura simple o
doble de la cadena de ADN. La reparacion de cada uno de estos dafios es llevada a cabo por
mecanismos diferentes. Algunos de ellos son: la inversion directa, la reparacion de nucledtidos
por escision (NER), la reparacion de bases por escision (BER) y la reparacion mal emparejada
(mismatch repair, MMR). Cuando el dafo se produce por rotura doble de cadena (DSB), el
mecanismo de reparacion puede ser homdlogo (si se produce una reparacion del dafio de
manera precisa, utilizando como molde una cadena homdloga no dafada), en cuyo caso se
denomina recombinacion homdloga (HR); o puede ser una reparacion no homologa (cuando las
enzimas unen extremos rotos sin ningun tipo de homologia), produciéndose en este caso una

recombinacion de bordes no homologos (NHEJ) (Kéberle et al., 2005).

La recombinacidon no homologa (NHEJ) necesita de proteinas de unidon terminal que
funcionan como factores de reparacion. En este proceso participa la proteina Ku, formada por
Ku70 y Ku80 (para algunos autores Ku86), que junto con la subunidad DNA-PKcs forma el
complejo DNA-PK (DNA-dependent protein kinase). 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
gue realice la reparacion (Walker et al., 2001). Ku estad presente de forma abundante en el
nicleo, ademas de estar implicada en la reparacion del ADN, realiza funciones de

mantenimiento de los teldmeros.

La IR produce una multitud de dafios en el ADN, de los cuales los mas letales son las
roturas dobles y simples de cadena (DSB y STB). Dentro de los mecanismos de reparacion de

rotura doble de cadena, la recombinacion no homdloga es el mecanismo predominante en las
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células somaticas. La proteina Ku, implicada en este sistema de reparacion, es absolutamente
esencial para el mantenimiento de la estabilidad genémica. La expresion de Ku esta regulada de
tal manera que su sobreexpresion promueve fenotipos oncogénicos (incluyendo
hiperproliferacion y resistencia a la apoptosis), pero al mismo tiempo, una expresion baja o nula
de dicha proteina conduce a inestabilidad gendmica y oncogénesis. Estas observaciones indican
que Ku puede actuar tanto como oncoproteina como proteina supresora tumoral (Gullo et al.,
2006).

La relacion entre el heterodimero Ku y la respuesta a la radiacion de distintos tipos de
cancer ha sido recogida en mdltiples estudios con resultados controvertidos. En el estudio de
Bjork-Ersicsson et al. (1999), no se encontrd relaciéon entre la fraccién de supervivencia tumoral
y la expresion de DNA-PKcs o Ku70/80. En Sakata et al. (2001), se analizd la expresion de Ku70
y otros genes relacionados con reparacion de ADN, en tejido normal y tumoral de 134 pacientes
con distintos tipos tumorales y que desarrollaron radioresistencia, sin encontrar diferencias en
su expresion entre tejido canceroso y su tejido sano correspondiente. Por otro lado, en otros
articulos si se establecid relacion entre la expresion de Ku70 y la sensibilidad o resistencia a la

radiacion en pacientes con distintos tipos tumorales (Zhao et al., 2000; Komuro et al., 2002).

La relacién entre la deplecidn de oxigeno y los niveles de Ku70/80 es controvertida. En la
literatura encontramos articulos publicados en los que no se observa modulacién de NHEJ por
hipoxia (Bindra et al., 2004; Sprong et al., 2006), mientras que en otros aparece una relacion
entre los niveles de oxigeno y la expresion de algunos de los genes relacionados con NHEJ,

entre ellos la proteina Ku (Meng et al., 2005).

El valor prondstico de Ku70/80 tampoco esta claro en la literatura. En algunos trabajos se
establece que los niveles bajos de Ku70 o Ku80 se relacionan con una mayor radiosensibilidad,
y por lo tanto mayor supervivencia libre de enfermedad y/o supervivencia global (Wilson et al.,
2000; Komuro et al., 2002; Harima et al., 2003; Saygili et al., 2004). Por el contrario, en otros
articulos, como en el de Grabsch et al. (2006) o el de Pavon et al. 2008, se observa mayor

supervivencia global en aquellos pacientes con valores de expresion mas altos para Ku70.
1.3.4. Las proteinas de resistencia a drogas (MVP)

MVP es el acronimo de major vault protein. Hace referencia a la proteina
mayoritaria de las particulas denominadas Vau/ts. Los complejos Vaults estan constituidos,
ademas de por MVP, por dos proteinas vaults de menor peso molecular (VPARP y TEP1) y por
moléculas de ARN sin traducir (VARN). Estos complejos, en particular MVP, tienen un papel
primordial en la resistencia celular a drogas. Por ello, en tejido sano, aparece principalmente en
esos lugares en los que la exposicion a xenobidticos es mayor, como en pulmon, higado e

intestino.



Almudena Valenciano, Luis Alberto Henriquez-Hernandez, Elisa Bordon Rodriguez, Beatriz Pinar Sedefio, Marta Lloret
Saez-Bravo, Bernardino Clavo, Carlos Rodriguez Gallego y Pedro C, Lara Jiménez

Debido a esta funcion de transporte de drogas, son muchos los estudios que se han
llevado a cabo para determinar la relaciéon de Vaults, y en concreto de MVP, con la
quimioresistencia que presentan algunos tipos tumorales. Sin embargo, su posible relacion con
la resistencia a la radiacion no ha sido casi estudiada. En el estudio de Shimamoto et al. (2006),
en lineas celulares de cancer colorectal humano, los niveles de MVP aumentaban tras el
tratamiento con agentes que dafiaban el ADN, entre ellos la radiacion ultravioleta. En Silva et
al. (2007), en un estudio en pacientes con cancer de lengua, se analizd el papel de LRP (Lung
Resistance Protein) en la resistencia a la radiacion y se encontrd que una alta expresion de LRP
(que es equivalente a MVP) se relacionaba con peor prondstico de la enfermedad, demostrando

gue LRP es importante en el prondstico de la resistencia a la radiacion.

Parece ademas que las proteinas Vau/ts pueden participar en otros procesos celulares,
aungue las demostraciones no estan claras. Los diferentes componentes de las particulas vaults
se han asociado con funciones tales como la proliferacion celular y la apoptosis (Steiner et al.,
2006). En cuanto a la relacion que MVP puede tener con los procesos de carcinogénesis, podria
estar mediado por su relacion con la proteina-asociada a telomerasa (TEP1) (Miwa y Masutani,
2007). Ademas, la proteina vau/t PARP-1, parece inhibir la accion de Ku70/80, favoreciendo los
procesos de recombinacion homologa frente a los procesos no homoélogos (NHEJ) (Hochegger
et al., 2006). A pesar de que existen indicios que indican que MVP, y en extension los
componentes de vaults, intervienen en diversos procesos celulares claves en los fendmenos de

carcinogénesis, las demostraciones no son concluyentes.

2. IGF-1R, MVP, Ku70/80 E HIPOXIA EN PACIENTES TRATADOS CON
RADIOTERAPIA

2.1 IGF-1R, el primer marcador estudiado

En 2007, Lloret y colaboradores publican el articulo titulado “IGF-1R expression in
localized cervical carcinoma patients treated by radiochemotherapy'(Lloret et al., 2007),
iniciando asi el estudio de los marcadores prondsticos en pacientes con cancer tratados con
radioterapia. En este caso, la molécula elegida fue IGF-1R por su implicacion en procesos de
proliferacion celular, inhibicion apoptdtica y migracion celular, fendmenos todos ellos
relacionados con los procesos carcinogénicos; también por su implicacion en la radioresistencia

de células tumorales que sobreexpresan este receptor.

El estudio se realizd sobre 60 pacientes diagnosticadas de cancer de cérvix, que
recibieron radioterapia y quimioterapia concomitante, y sobre las que se realizd un seguimiento
medio de 46 meses. La determinacion de la expresion de IGF-1R de las células tumorales se

realizd mediante técnicas inmunohistoquimicas.
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De los analisis que se realizaron, los resultados mas relevantes fueron que la expresion
de IGF-1R estaba estrechamente relacionada con el control loco-regional de la enfermedad vy la
supervivencia. En los pacientes que obtuvieron respuesta completa al tratamiento (n=50), que
ademas presentaban niveles bajos de expresion de IGF-1R, ningln paciente presentd recidiva
durante el periodo de seguimiento, resultando asi en un 100% de control loco-regional durante

5 afios de seguimiento.

En el cancer de cérvix, la supervivencia esta fuertemente influenciada por el control loco-
regional, ya que la metastasis es un fallo al tratamiento menos comdn. Por ello, la expresion de
IGF-1R, como marcador relacionado con el control loco-regional, puede tener importancia en el
prondstico de los resultados de los tratamientos con radioterapia y quimioterapia concomitante

en pacientes con cancer de cérvix.

Aunque existian algunas publicaciones acerca de la relacion de la expresion de IGF-1R y
la respuesta a la radioterapia (Turner et al., 2005), esta publicacion fue la primera en cancer de

cérvix.
2.2 MVP y su relacion con otros factores prondsticos

En 2008 se publicaron dos articulos dirigidos a explorar el papel de MVP en
relacién a los resultados clinicos de pacientes con cancer de cérvix, y al mismo tiempo
profundizar en los conocimientos sobre las funciones celulares en las que MVP participa, y que

son importantes en la progresion y desarrollo de los tumores en dichas pacientes.

En Julio de 2008 se publica el articulo “MVP expression is related to IGF-1R in cervical
carcinoma patients treated by radiochemotherapy”’ (Lloret et al., 2008), en el que se persigue
evaluar el valor prondstico de MVP en pacientes con cancer de cérvix tratadas con
radioquimioterapia y su relacion con la expresion de IGF-1R. En el momento de la publicacion,
el papel de MVP en la respuesta a la radioterapia apenas comenzaba a estudiarse (Silva et al.,
2007), aunque si se habia asociado su expresion con resistencia a radioterapia mediante su
implicacién en la prevencion de la apoptosis (Yi et al., 2005). Tanto MVP como IGF-1R parecen
estar relacionados con resistencia a tratamientos oncoldgicos, existiendo la posibilidad de que
ambos estén relacionados entre si. Se estudid una serie de 60 pacientes con cancer de cérvix,
tratadas con radioquimioterapia, con una media de seguimiento para las supervivientes de
67,69 meses. Tanto la determinacion de MVP, como de IGF-1R se realizd mediante métodos

inmunohistoquimicos.

De las pacientes que respondieron completamente al tratamiento de radioterapia (n=50),
aquellas que presentaban expresion nula o muy baja de MVP estuvieron libres de enfermedad

local, regional o muerte relacionada con la enfermedad. Sin embargo, los resultados no fueron
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significativos, aunque si se observaba una tendencia, para supervivencia libre de enfermedad
loco-regional (LRDFS), supervivencia libre de enfermedad (DFS) y supervivencia global. Sin
embargo, si se agrupaban las pacientes con expresion nula o baja de MVP 6 IGF-1R (cualquiera
de los dos marcadores), entonces los resultados eran muy significativos para LRDFS, DFS y
supervivencia global. En este caso, las pacientes que tenian MVP bajo, pero alto IGF-1R o

viceversa, estaban libres de enfermedad después de la respuesta completa al tratamiento.

Este articulo supone el primer estudio sobre el valor prondstico de MVP en cancer de
cérvix y el primero en el que se evidencia la relacion directa entre la expresion de MVP e IGF-1R
y la necesidad de que ambos marcadores estén sobreexpresados para que se produzca
quimioradioresistencia, y por tanto, peor pronostico. Como consecuencia, la expresion conjunta
de MVP e IGF-1R, puede ser un factor prondstico importante en el tratamiento con

quimioradioterapia de pacientes con cancer de cérvix.

Con posterioridad, en noviembre de 2009, Lloret y colaboradores publican el articulo
"Major vault protein may affect nonhomologous end-joining repair and apoptosis through
Ku70/80 and Bax downregulation in cervical carcinoma tumors’. En este articulo se estudia la
relacion de MVP con Ku70/80, factor importante en la reparacion de ADN, y con otros
marcadores involucrados en la apoptosis y proliferacion celular: IGF-1R, BAX (BCL2-associated
X protein), BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2), p53 y Ki67 (marcador de proliferacion celular), con
la intencion de profundizar en las posibles causas que producen inestabilidad genética,

progresion tumoral y resistencia a tratamientos oncoldgicos de pacientes con cancer de cérvix.

La expresion de estos marcadores se estudid en una serie de 116 pacientes con cancer
de cérvix. Las medidas de expresion de los marcadores se realizaron mediante técnicas

inmunohistoquimicas.

Los tumores que sobreexpresaban MVP, mostraban niveles bajos de Ku70/80. De estos
resultados, por primera vez se observd que la expresion de MVP podia tener relacion con el
incremento de la inestabilidad genética por reduccion de la reparacion de los dafios de ADN

mediante NHEJ y disminucion de la expresion de Ku70/80.

-11 -



Oncoproteinas e hjpoxia en la prediccion de la respuesta tumoral a irradiacion

También se asocidé la expresion de MVP con la progresion tumoral y resistencia al
tratamiento oncolégico mediante la supresion de BAX y la sobreexpersion de IGF-1R,
aumentando la proliferacion y disminuyendo la apoptosis mediante incremento de BCL-2 y

sobreexpresion de p53 alterado.

La decision de una célula tumoral con dafios en el ADN (producidos por la radiacion) de
proseguir con el ciclo celular o no, depende de los mecanismos de reparacion de DSBs por
recombinacién homdloga o no homdloga e implica la progresion hacia el control tumoral o hacia
su proliferacion y resistencia. De ahi la importancia de los factores que intervienen en esta
decision. Por primera vez se asocia MVP con factores que favorecen la reparacion no homadloga
(NHEJ) y se evidencia su implicacion en la reduccidon de la respuesta tumoral a tratamientos

oncoldgicos mediante el desarrollo de fenotipos celulares resistentes.

2.3 Influencia de la hipoxia en la regulacion de la expresion de marcadores

prondsticos

Teniendo en cuenta la importancia que los procesos de reparacion no homdlogos
tienen en la progresion tumoral, y la relacion tan estrecha entre los niveles de hipoxia
tumorales vy la radiosensibilidad, en 2008, Lara y colaboradores, publican el articulo “Hypoxia
dowregulates Ku70/80 expression in cervical carcinoma tumors’. En este estudio se realiza una
prospeccion de la relacion entre la expresion de Ku70/80 y los niveles de hipoxia en tumores de

CErvix.

Tanto la expresion de Ku70/80, como los niveles de hipoxia tumorales se midieron en un
total de 43 pacientes. La expresion de Ku70/80 se estimd mediante tinciones
inmunohistoquimicas. Los niveles de oxigenacion tumoral se realizaron siguiendo el método

descrito en el trabajo de Clavo et al. (2003).

De los resultados obtenidos, los mas relevantes hacen referencia a la relacion entre
hipoxia y expresion de Ku70/80. Por primera vez se demuestra que la hipoxia inhibe la
expresion de Ku70/80 en tumores clinicos de cérvix. De esta manera se confirman estudios
preclinicos previos en los que los niveles de hipoxia originaban un aumento de la inestabilidad

genética a través de una disminucion de la reparacién del dano celular.

Siguiendo la linea de estudio de los efectos de la hipoxia en la expresion de marcadores
prondsticos, y teniendo en cuenta la relacion previamente reportada entre expresion de MVP y
Ku70/80, en 2009 se publica el trabajo “Severe hypoxia induces chemo-resistance in clinical
cervical tumors through MVP over-expression’, por Lara y colaboradores. La molécula de MVP
es conocida principalmente por su funcion en la resistencia a drogas y por lo tanto a la

quimioterapia, aunque también se ha documentado su participacién en los mecanismos de
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resistencia a radioterapia. Con este estudio se pretende determinar la relacion entre MVP y los

niveles de hipoxia en tumores clinicos de cérvix.

Los analisis se llevaron a cabo en una serie de 43 pacientes con cancer de cérvix en las
que se midid tanto la concentracidon de oxigeno tumoral, mediante la técnica nombrada
anteriormente, como la expresion de MVP y otros marcadores tumorales (p53 y angiogénesis

mediante CD 31), medidos mediante métodos inmunohistoquimicos.

La expresion alta de MVP se relaciond con hipoxia severa en comparacion con los
tumores que presentaban baja expresion de MVP. De este modo, y por primera vez, se
relacionan niveles altos de hipoxia tumoral con una sobreexpresion de MVP en tumores de
cérvix. La relevancia de este hallazgo radica en la importancia de los tratamientos
guimioterapicos en los pacientes con cancer de cérvix, en los que en muchos casos, se produce
un aumento de los niveles de hipoxia, influyendo en la sobreexpresion de MVP y favoreciendo
asi la resistencia a estos farmacos. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que
se relacionaba la disminucién de pO2 con un incremento de la quimioresistencia (Cosse y
Michiels, 2008).

2.4 Marcadores pronosticos en cancer de cabeza y cuello

En la actualidad, motivados por la evidencia del valor prondstico de IGF-1R en
cancer de cérvix, esta en proceso de publicacion el articulo titulado “IGF-1R expression predicts
clinical outcome in patients with locally advanced oral squamous cell carcinoma’ (Lara et al.,
2011). En este trabajo se estudia la expresion de IGF-1R en pacientes con cancer de cavidad
oral, su relaciéon con factores clinico-patoldgicos y su papel en la prediccién de los resultados

clinicos.

El estudio se realizd sobre 131 pacientes con cancer de cavidad oral tratados con cirugia
y posteriormente con radioterapia. La media de seguimiento para los pacientes vivos fue de 110

meses. La expresion de IGF-1R se estimé mediante inmunohistoquimica.

En la serie completa, la expresion de IGF-1R estaba relacionada Unicamente con el grado
histolégico del tumor y su expresién no se asocid con los resultados del tratamiento. Sin
embargo, la relevancia de este trabajo es que, en aquellos pacientes diagnosticados de cancer
de cavidad oral con peor pronostico (estadios III y IV), los que presentan valores de IGF-1R
mas bajos tienen una expectativa de supervivencia significativamente mejores que los que

presenta valores elevados de expresion de IGF-1R.
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3. CONCLUSIONES

La sobreexpresion o inhibicion de determinadas moléculas bioldgicas, implicadas en las
funciones celulares, pueden conducir a una alteracion de los patrones celulares normales, como
el aumento de proliferacion, la inhibicion de la apoptosis, anomalias en la migracion celular,
inestabilidad genética... que en Ultimo término pueden traducirse en una progresion tumoral y
resistencia a los tratamientos oncoldgicos. Se ha observado que algunas de estas moléculas
pueden tener significacion prondstica para los resultados de un determinado tratamiento en un

tipo concreto de cancer.

La sobreexpresion de IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor) implica un aumento
de la radioresistencia en los tratamientos oncoldgicos. Se ha observado ademas, que la
expresion de IGF-1R esta estrechamente relacionada con el control loco-regional de pacientes
con cancer de cérvix, siendo esta la primera evidencia de su valor prondstico en este tipo de
cancer (Lloret et al., 2007).

IGF-1R no sodlo tiene valor prondstico en pacientes con cancer de cérvix. También en
pacientes con cancer de cavidad oral con estadios avanzados, en los que el prondstico es peor,
los niveles bajos de expresion de IGF-1R implican una mejora significativamente mayor en la

supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (Lara et al., 2011).

Por primera vez se ha relacionado la expresion de IGF-1R con la expresion de MVP. Major
vault protein ya habia sido asociada previamente con funciones de resistencia a drogas, pero
con este estudio se han potenciado las evidencias de su relacion con funciones de proliferacion
y apoptosis. Ademas, se ha incrementado el valor prondstico de IGF-1R en pacientes con
cancer de cérvix, ya que sdlo en aquellos casos en los que ambos factores (IGF-1R y MVP)
estan sobreexpresados, se producen recidivas loco-regionales de la enfermedad vy resistencia al
tratamiento (Lloret et al., 2008).

Siguiendo con la profundizacion en las causas por las que MVP tiene relacion con la
progresion tumoral y resistencia al tratamiento, por primera vez se ha evidenciado la
participacion de MVP en los procesos de inestabilidad genética, a través de su relacion con la
expresion de factores potenciadores de la reparacion no homdloga de ADN (NHEJ) tales como
Ku70/80 (Lloret et al., 2009).

Los niveles de hipoxia tumoral, otro factor que favorece la resistencia a los tratamientos
oncoldgicos con radioterapia, también esta relacionado con la capacidad reparadora de la
célula, a través de la regulacion de la expresion de Ku70/80 en tumores de cérvix (Lara et al.,
2008). Pero ademas, los niveles de oxigeno tumorales no sblo se han relacionado con

resistencia a la radioterapia, lo cual es légico debido a su funcion primordial en este
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tratamiento, sino que también se han vinculado con la quimioresistencia, ya que por primera
vez se ha demostrado la regulacion de los niveles de expresién de MVP mediante los niveles de

hipoxia de tumores de cérvix (Lara et al., 2009).
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