Papel del patdlogo en la terapia dirigida contra rutas de sefializacion
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En los ultimos afios, desde nuestro trabajo como patodlogos, se ha producido
una revolucion con la exigencia de la incorporacion en nuestros diagnésticos en
el cancer de la valoracion de la expresion de determinadas moléculas
susceptibles de ser utilizadas como dianas terapéuticas especificas.
Recientemente, los patdlogos hemos vivido la experiencia en nuestros
diagnésticos de la determinacion de la oncoproteina HER2/neu en el cancer de
mama. Esta oncoproteina es un receptor transmembrana de 170 kDa con
actividad tirosin-kinasa y que se ha descrito que se expresa hasta en un 25-
30% de los tumores malignos infiltrantes de mama. Este receptor pertenece a
la familia de receptores del receptor de factor de crecimiento epidérmico (erb-B
o HER). Amplios estudios desde finales de la década de 1980, han relacionado
la sobreexpresion en los tumores de mama de esta oncoproteina con un mal
prondstico, menor periodo libre de enfermedad, con resistencia a determinados
tratamientos quimioterapicos basados en la administracion de metotrexate y
con negatividad en la expresion de receptores hormonales.

La importancia de la presencia de HER2/neu en las células tumorales también
viene dada por su potencial utilizacion como diana terapéutica en el cancer con
el uso de anticuerpos monoclonales especificos que se unen al dominio
extracelular del receptor, como Herceptin. Este tratamiento ha demostrado una
tasa de respuestas de hasta 30% como tratamiento de segunda linea en
cancer de mama avanzado. Todo esto ha supuesto un nivel de exigencia nuevo
y de gran importancia por nuestra parte, como patologos, en el proceso de
identificacion y seleccion de la poblacion susceptible de ser tratada.
Inicialmente y desde los primeros estudios, la determinacién se ha venido
realizando mediante técnicas de inmunohistoquimica con diferentes
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mediante técnicas de hibridacion con fluorescencia (FISH), que han
demostrado una mejor capacidad de seleccion de las pacientes candidatas a
ser tratadas con Herceptin por su mejor correlacion con la respuesta a
Herceptin, convirtiéndose de este modo en el gold standard. En los dltimos
meses, se estan incorporando nuevas técnicas tan validas como el FISH en la
determinacion del status de HERZ2/neu, como hibridacion con sondas
cromogeénicas (CISH) o la RT-PCR.

Bien conocido es también nuestro papel en la identificacion de bs pacientes
gue puedan ser tratados con Glivec, un inhibidor de tirosin-kinasa del receptor
c-kit (CD117), que se expresa en una alta proporcidon de GIST y en otros
tumores estromales. La sensibilidad al tratamiento se ha descrito relacionada a
la presencia de determinadas mutaciones puntuales en distintos dominios del
receptor, que pueden identificarse facilmente mediante secuenciacion
genomica de DNA de los tumores.

Ambos ejemplos han entrado de forma rutinaria en nuestra labor como
patélogos, pero el espectro de potenciales dianas terapéuticas en el cancer,
utilizando nuevos anticuerpos monoclonales o moléculas de pequefio tamafo,
se estd ampliando en los Ultimos afios y debemos ser capaces de dar
respuesta a los retos que se nos plantean. De esta forma, cualquier proteina
gue se haya descrito involucrada en los diversos procesos moleculares
relacionados con la biologia del cancer, puede utilizarse como diana, y asi se
estd ensayando multitud de nuevas drogas en diversos estudios, y nuestro
objetivo debe ser identificar la poblacion que pueda beneficiarse de este
tratamiento mediante técnicas sencillas y asequibles a todos los laboratorios de
Anatomia Patologica.

Por ejemplo, se estan ensayando mduliples drogas que se dirigen contra el
receptor del factor de aecimiento epidérmico (EGFR). La oncoproteina EGFR
es también un receptor de membrana que pertence a la misma familia que
HER2/neu, de 130 kDa de peso molecular, y que estructuralemente presenta
un dominio extracelular donde se unen los diferentes ligandos o sustancias
circulantes que se unen al receptor y lo activan, un dominio transmembrana de
anclaje a la membrana citoplasmatica, y un dominio intracelular con actividad
tirosin-kinasa, susceptible de fosforilarse por degradacion del ATP y de trasmitir
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intracelulares. Este receptor EGFR se ha descrito expresado o sobreexpresado
en un gran numero de tumores, tales como hasta en un 90% de los carcinomas
escamosos de cabeza y cuello, en un 70% de los adenocarcinomas
colorectales, en un 65% de los carcinomas no microciticos de pulmén, en 60%
de los carcinomas de ovario o en el 40% de los tumores malignos de mama,
relacionandose en todos ellos con un mal prondéstico, presencia de estadios
avanzados de la enfermedad, presencia de mayor numero de metastasis
ganglionares, negatividad a receptores hormonales o tasa de recidivas mas
alta.

Se han disefiado y se estan ensayando en diferentes fases de estudio multitud
de drogas especificas dirigidas contra este receptor. Estas drogas incluyen
tanto anticuerpos monoclonales especificos, como C225 (Cetuximab o Erbitux),
o como EMD72000 (Matuzumab), o bien moléculas de pequefio tamafio,
capaces de atravesar la membrana citoplasmatica y con capacidad inhibitoria
de la funcién tirosin-kinasa del receptor, como ZD1839 (lressa o Gefitinib),
EKB569, OSI774 (Tarceva o Erlotinib), o AEE788.

Se han demostrado tasas de respuesta en distintos tumores a estas drogas,
administradas como tratamiento Unico o en combinacion con otras terapias en
un porcentaje variable de pacientes, alcanzando, por ejemplo, hasta un 25% de
respuestas en el carcinoma colorectal avanzado al tratamiento con Cetuximab.
El método inicial de seleccion de pacientes al tratamiento con Cetuximab en
cancer colorectal se realizé mediante la determinacion por inmunohistoquimica
de la expresion del receptor en el tumor primario. No se ha demostrado en los
multiples estudios publicados, sin embargo, correlacion entre la tasa de
respuesta y los niveles de expresion del receptor EGFR, tal y como sucede con
Herceptin y HER2/neu en el cancer de mama. Tampoco la presencia de
amplificacion del gen EGFR se ha podido correlacionar ni con la expresion de
la proteina ni con la respuesta a C225 en este tipo de tumores.

De forma adicional, se han descrito recientemente en algunos tipos tumorales,
fundamentalmente en los carcinomas no microciticos de pulmén, una serie de
mutaciones puntuales bien caracterizadas, tanto delecciones como
sustituciones de algunos aminoacidos en el dominio intracitoplasmatico del
receptor, que son capaces de predecir la respuesta a algunos inhibidores de
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amplios la presencia de estas mutaciones en otros tipos tumorales y demostrar
la especificidad de estas alteraciones, ya que existen pacientes en los que no
se ha identificado ninguna mutacion conocida y han respondido a estos
tratamientos, y también existen pacientes que presentan estas mutaciones
mencionadas pero no responden a estas terapias.

Posiblemente, y de forma independiente a la presencia de estas mutaciones en
los receptores, deben existir otros factores o mecanismos en los tumores que
determinen la resistencia o sensibilidad de las células a estos tipos de
tratamiento. Asi, por ejemplo, se ha descrito recientemente en el cancer de
mama que sobreexpresa HER2/neu, que la susceptibilidad a la respuesta al
tratamiento con Herceptin no solo esta determinada por la presencia del
receptor, sino que viene modulada por el status de la molécula PTEN en el
tumor.

PTEN es una fosfolipasa con capacidad inhibitoria que regula los niveles de
actividad de la via de sefalizacion intracelular PI3-K/Akt. Esta via se ha
descrito que esta involucrada en los mecanismos de supervivencia celular por
inhibicidbn de la apoptosis, ya que inactiva por fosforilacion a proteinas pro-
apoptoticas, como Bad, Bax o Bcl-xl, en los mecanismos de crecimiento celular,
mediante la activacion de la cascada de sefiales ligada a mMTOR, e
indirectamente, en la progresion en el ciclo celular. De esta forma, los tumores
de mama con pérdida de la funcion de PTEN presentan altos niveles de
activacion de esta via PI3-K/Akt, bajos niveles de apoptosis, rapida progresion
en el ciclo celular y ademas resistencia al tratamiento con Herceptin.

Por tanto, alteraciones en estas vias de sefalizacion intracelular podrian
determinar también la respuesta a terapias anti-EGFR. Se ha descrito en
modelos de céancer de mama in vitro que la induccién por diferentes
mecanismos de una hiperactivacion de la via PI3-K/Akt se produce una
resistencia al tratamiento con Gefitinib. Probablemente en tumores humanos,
mecanismos semejantes de activacion o disregulacion de estas vias de
sefializacion intracelular, estén modulando la respuesta a este tipo de
tratamientos, por lo que no solo la expresion del receptor EGFR sea condicion
suficiente para que un paciente sea beneficiario de un tratamiento anti-EGFR.

De esta forma, se ha demostrado en un estudio fase Il en pacientes con
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Gefitinib, que la activacion de la via PI3-K/Akt podria jugar un papel en la
respuesta a este tratamiento. A estos pacientes se les habian realizado
biopsias tumorales secuenciales antes de comenzar el tratamiento y tras un
ciclo de administracion de la droga. Aquellos tumores que presentaban altos
niveles de activacion de PI3-K/Akt previos a iniciar al tratamiento, a pesar de
mostrar inhibicion en la activacion de EGFR después de 28 dias de terapia, los
niveles de proliferacion en las células tumorales no se reducian, comparados
con aguellos otros tumores con bajos niveles de expresion de la forma activada
de la via PI3-K/Akt. Por tanto, los niveles de activacion de esta via de
sefializacion intracelular podrian jugar importante en la sensibilidad a este tipo
de tratamientos.

Experiencias similares en otros tipos tumorales aportan un conocimiento
fundamental necesario para la comprension de los mecanismos de accion de
este tipo de drogas. Esta informacion abre el campo a nuevas terapias dirigidas
contra otras moléculas implicadas en los mecanismos de sefializacion
intracelular y que se alejan de los modelos de receptores de membrana hasta
ahora mencionados.

Asi, una de las principales y mejor conocidas rutas de sefializacion intracelular
estd mediada en las células epiteliales por la cascada de kinasas Ras-Raf-
MAPK. Esta via se ha relacionado en muchos tumores con la proliferacion, los
mecanismos de migracion y de diferenciacion celular, y se sabe que esta
mediada por la activacion de numerosos receptores de membrana, entre ellos
los receptores de la familia erb-B.

La actividad de Ras, imprescindible para que la cascada de sefiales progrese,
esta controlada por la farnesilacion o capacitacion de esta molécula. Esta
farnesilacion se realiza por la cesiébn de un residuo farnesilo mediante una
farnesil-transferasa. Se han disefiado y estan en diversas fases de ensayo en
la clinica, inhibidores especificos de esta enzima farnesiktransferasa, que han
demostrado una discreta actividad en algunos tipos tumorales, pero que a nivel
molecular parecen incrementar los niveles de apoptosis celular en el tumor,
incremento mediado por aumento de la expresion de las caspazas en algunas
células neoplasicas.

Previamente se ha citado la importancia de la via de sefalizacién PI3-K/Akt en
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de crecimiento tumoral y de progresion en el ciclo celular a través de mTOR
(mammalian Target of Rapamycin).

Esta proteina mMTOR, con actividad kinasa, regula en las células los
mecanismos de transcripcion y sintesis de proteinas, incluyendo la sinetasis de
reguladores imprescindibles del ciclo celular, tales como ciclina D1, p27* o c-
myc. Todas estas acciones, mTOR las realiza a través de dos efectores o
kinasas: la p70S6 kinasa ribosomal y 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation
factor 4E binding protein 1). La disregulacion de esta via se ha relacionado en
la literatura en diversos tipos de tumores, por ejemplo en cancer de mama o
carcinoma endometrioide, con un comportamiento mas agresivo de los mismos
y con resistencia a los tratamientos radio y quimioterapicos convencionales.
Todos estos datos hacen que mTOR sea también una diana atractiva para
terapias especificas. Estos tratamientos contra mTOR se basan en el uso de
drogas derivadas de la rapamicina, entre los que se encuentran CCI779 o
RADO001. Ambas drogas estan en avanzadas fases de ensayo clinico y han
demostrado una significativa eficacia, tanto a nivel de respuesta clinica tumoral,
como a nivel molecular. En concreto, en los pacientes que han recibido
RADOO1 en administracién oral y en los que también se han podido realizar
biopsias secuenciales de sus lesiones tumorales previas a comenzar al
tratamiento y después de un ciclo iniciado, puede demostrarse claramente una
inhibicibn completa de los mecanismos celulares de sintesis proteica,
evidenciable por una desaparicién casi completa de los niveles de expresion de
la actividad de la proteina ribososmal S6, responsable ultima de la entrada del
RNA mensajero en el ribosoma de las células.

Todo este tipo de conocimientos sobre el cancer y estos tratamientos debe
generarse y debe ser gestionado, al menos en parte, por nosotros, los
patélogos, como especialistas en el estudio y manejo de los tejidos. En
definitiva, los patdlogos debemos ser capaces de dar algunas de las
respuestas a las cuestiones que se plantean por parte de los clinicos en este
nuevo tipo de estudios y de aportar informacion que ayude a la comprension de
los mecanismos moleculares del cancer, de los mecanismos de accion de este
tipo de drogas y en la identificacion de los mejores pacientes candidatos a

recibir estos tratamientos.
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