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RESUMEN: Se evaluaron 80 tumores de pacientes antes de recibir el tratamiento con quimioterapia y después
del tratamiento se lograron analizar 60 tumores del grupo de pacientes pertenceientes al protocolo.

En los tumores analizados antes del tratamiento se observd que el 58% preseniaron una sobrexpresion del gen
MDR-1 mientras que el 43% de los tumores fucron negatives para este marcador. Al analizar la expresion del
gen MDR-1 después de tres ciclos de quimioterapia se observd un incremenio en el namero de tumores positivos
paras MDR-1 (73%) con respecto a los pacientes que inicialmente fueron negativos para MDR-1 (27%), siendo las
diferencias estudisticamente significativas (p=0,02622).

Aungue In quimioterapia combinada ha sido de pran impacto en la sobrevida de las pacientes con malignidades
linfoproliferativas, la mavoria de los ednceres inicialmente son resistentes a la quimioterapia 6 son sensibles pero
ndguicren resistencia durante el tratamiento tales como: los linfomas y los edneeres de mama,

La contribucion relutiva de la resistencin intrinseca que presenta el tumor antes de enfrentarse a la quimioterapia
(58%) ¥ In resistencia adqguirida (73%-58%= 15%:) que s¢ observé posteriormente. También ¢s importante desin-
ear que se pudo evaluar la expresion de la P-gp por inmunchistoquimica en estas muestra, en donde se pudo co-
rroborur la altn sensibilidad de las téeniens de biologin molecular, ya que se presentaron muestras positivas por
binlogia malecular vy negativas por inmunocitoquimicas (10 muestras/60 muestras después del tratamiento). Los
resultados inmunohistoquimicos demostraron un fuerte marcaje de eélulas P-gp+ en ln mayoria de [as células
tumorales significativamente relacionada con tumores que progresaron.

Se evalud Ia expresion de oncogen myh en biopsias provenientes de pacientes con cincer de mama obtenidas an-
tes de indeinr el tratamiento v después de haberse concluido ¢l mismo. En lus muestras analizadas se observd un
porcentaje de pacientes myh positivos del 55% ¥ myb negativo un 45% antes del tratamiento ¥ después del tra-
tamiente se determind: myb+: 537% v myb-: 43%. Las diferencing no Tueron estadisticamente significativas
(p=1,05)

En ¢l nndlisis de ln expresion del oncogen e-mye en los tumores analizados antes del tratamiento (51% ¢-mye
positivos v 49% e-mye negativos) v despuds del tratamiento (49% c-mye positives v 51% e-myc negativos), se
determind que no existe una diferencia entre ambos grupos estudiados (p=>0,05). Hoy en dia es ampliamente co-
nocido que los oncogenes cclulares son genes importantes involucrados en el desarrollo de cdncer humano. Los
micmbros de ln familia de los genes mye comprenden: ¢-mye, N-myc ¥y L-mye codifican para proteinas nucleares
que aparentemente tienen propicdades bioldgicas similares, cuya funcidn es regular ln replicacidn del ADN y la
transeripeion de ARN. El resulindo final de estns acciones

* nstito de Oeplogin y Hematologin MSAS-UCY, a menudo es ln potenciacidn de ln proliferacidn celular o

== lnstlivio de Biomediging MSAS-UCY. inhibicidn de la diferencincién terminal, El hecho que no
*** Citedra de Clinica Quirdrgien A. Hospital Clinico Uni- haya variacién significativa de los casos positivos antes y
versitario - LCY. después del tratamiento indicaria que este oncogen no
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estd directamente ligado a los cambios que puede inducir In terapin sino ok evolucion biologica propia de este
tipo de tlumares.

En 41 pacientes estudindos para el gen MDR-1 se pudo evaluar In respuesta al tratamiento, Se observi que ¢l
14,63% de los pacientes MDR-1 positivo ¥ el 9.7% MDR-1 negativo tuvieron una respuests al tratamiento entre
0-2% (p=0.392). El 17,07% de los pacientes MDR-1 positivo y el 17.07% MDR-1 negativo preseataron una res-
puesta entre ¢l 26-49% (p=0,8500); el 19.51% de los pacientes MDR-1 positive ¥ ¢l 12,19% de Tos pacientes MDR-
I negativo, respondieron entre un 50%-79% (p=0,176). Ningin paciente MDR-1 positive aleanzo uny respuesia
entre 80-100% con respeeto a 9,76% MDR-1 negativo (p=0,0035).

En la evaloacion del promedio del tamaiio del tumor en los pacientes del estudio antes ¥ después del tratamiento
con relacion a la expresion del gen MDR-1: se observo que el tamaiio del tumor con marcador MDR-1 positivo
fue de 10,9 cm en comparacion o los tumores MDR-1 negative que presentaron uni medin de 8,1 cm (p=0,245). Al
analizar estos parimetros después del tratamicnto, se observi una disminucion del tamaiio de los tumores MDR-
| positivo y MDR-1 negativo (6,9 cm y 4.7 em, respectivamente); sin embargo, las diferencias entre ambos grupos
analizados no feeron estadisticamente significativas (p=0,1110).

En 11 de los pacientes estudindos despuds del tratamiento, se observd que ol 82% (W11) de los pacientes MDR-1
posifive, sumentaron, no maodifiearon 6 presentaron una reduccian del timano del tomor < 0%, mientras que
solamente el 18% (2/11) de los pacientes MDR-1 negativo presentaron un comportamiento similar, siendo las
diferencins estadisticamente significativas (p<0,00001),

Estos resultados indicarian que la mayoria de las pacientes bajo los esquemas ternpéuticos empleados en el pre-
sente protocolo, donde se incluyen drogas relacionadas ¥ no relacionadas con el fenotipo MDR-1, logran dismi-
nuir el tamaiio promedio del tumor: sin embargn, existe un grupo pequerio de pacientes cuyos tumores sobrex-
presan el gen MDR-1 ¥ no sufren pricticamente ninguna reduceion, probablemente porgue ¢sios lUMOres prescn-
tan un grupo considernble de e¢lulas MDR-1 positivo que impiden la accidn de ka quimioterapin.

Al analizar ln expresién del gen MDR-1 en relacion con Ia evolucion clinica de los pacienies se observo que § de
los pacicntes viven sin enfermedad ¥ 18 pacientes MDR-1 positive murieron con enfermedad (p=0,00226), En ¢l
grupo de pacientes que fucron MDR-1 negativo, 9 pacientes viven sin enfermedad v solamente uno murio con
enfermedad (p<0.05). En ¢l grupo de los pacientes mucrios con Iy enfermedad se observd diferencins esindistica-
mente significativas entre los pacientes positivos para MDR-1 (18/19) v negativos para ¢l marcador biolagico
(119 (D000 1 ).

En ¢l estudio de Ia expresion del gen MDR-1 y su refacion con In sobrevida de los pacientes con cincer de mama,
se abservo gue las pacientes con tumores MDR-1 positivos presentan una probabilidad de sobrevida libre e
enfermedud (SLEJsignificativamente menor o In del grupo de las pacientes con tumores MDR-1 negativos.
(P=0,0363). El andlisis del riesgo relativo indicd que Ins pacientes MDR-1 positivas tienen un riesgo de reenida de
2,06 veces mayor que las pacientes MDR-I negativas,

La sobrevida global (SG) de las pucientes MDR-1 negativo es significativamente mayor con respecto a lus pacien-
tes con ¢l marcador positive (p=0,0109). Las pacienies MDR-1 positivas tiene un riesgo relativo de morir de 4.3
veees con respecto a las pacientes con el marcador negativo.

En el anilisis de la frecuencia de los mareadores MDR-1, P53 v erbB-2 en 68 tumores de mama, se observo que
existen pacientes que preseatan un solo mareador: 10,.29% de pacientes PS3 positivos, 8.82% MDR-1 positivos v
7,35% crbB-2 pesitivos; en el grupo de pacientes con dos marcadores se observa lo siguiente: PS3/MDR-1 positi-
vos (20.58%), P53/erhB-2 positivos (5.88%), ecrbB-2/MDR-1 positives (4.41%): el 20.58% de los pacientes presen-
tiron los tres marcadores positives mientras que ¢f 22,06% de las pacientes presentaron lomores negativos para
estos marcadores,

14, Expresion del oneogen erbB-2 v su asocincion con ln sobrevida de las pacientes con cincer de mama

Las pacientes con tumores erhB-2 positivos presentan una probabilidad de sobrevida libre de enfermedad (SLE)
similar a la del grupo de las pacientes con tumores erbB-2 negativos (p=0.830). La sobrevida globul (SG) de lns
pacientes con tumores erbB-2 negativos y positivos no presentan diferencias significntivas (p=0,350). El riesgo
relativo de morir en ks pacientes con tumor positive para erbB-2 ¢s 1,5 veces mavor que los pacientes con tumaor
erbB-2 negative.

Estos resultados concuerdan con los reportades por Hirotaka v eol. (1997), donde al evaluar ln expresion de
erbB-2 por inmunohistoquimica y por EIA no sc observo asociacion entre ka sobrevida (ibre de enfermedad y
¢rbB-2 como factor prondstico. En cincer de mama ha habido dificuliad en determinar el valor prondstico de
erb3-2 ya que probablemente se debieran establecer eriterios unificados en cunanto a faclor como extension de
metistasis a nddulos linfiticos v grado histoldgico, es decir pacientes con estadio clinico y patologico idéntico.
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Las pavientes con tumores P53 mutada analizada por inmunocitoquimica, presentan una probabilidad de sobre-
vida libre de enfermedad similar a In del grupo de las pacientes con tumores P53 negativos (p=0,531). El riesgo
relativo de recaida es de 1,2 veces mayor en Ias pacientes con tumores P53 positiva que las pacientes con tumores
P53 negativo. La sobrevida global de las pacientes P53 negativa os significativamente mayor con respecto a las
pacientes con el marcador pesitivo (p=0,0029), Las pacientes con tumores P53 positive tienen un riesgo relativo
e morir de 3.1 veces con respecto o Ias pacientes con el marcador negativo,

Lus pucientes con tumores que presentan In PS3 mutada se benefician menos de los regimenes de quimioterapia
en comparacion eon las pacientes que presentan la P53 normal. Los resultados indican que existe una asociacion
ean un pobre prondstico en las pacientes con tumores que presentan P53 mutada, probablemente debido o Ia
aumentadi eapacidad proliferativa de las ¢élulas tumorales con P53 mutada o » Ia gran resistencin que presentan
estas células tumorales euyo erecimiento deberia ser inhibido por una variedad de agentes quimioterapeuticos.

En la poblacién analizads en ¢l presente estudio, se observd que de 26 pacientes con lumores con P53 mutada, 18
de las pacientes reeaveron y muricron {p=0,01148). En ¢l grupo de 15 pacientes con tumores P53-, se determind
jque 4 de Ins pacientes murieron con In enfermedad y 11 pacientes viven sin enfermedad durante los meses de
seguimiento,

Las pacientes con tumores PS3/MDR-1 positives presentan una subrevida global significativamentie menor con
respecto o Ias pacientes con ambos marcadores: bioldgicos negativos (p=0.0117). Las pacicntes con fumorcs
PSYMDR-1 positive presentan un riesgo relative de morir de 53 veces con respecto a las pacienies con
PSYMDR-1 negativos, Recicntemente se ha reperiade que la expresion de la P-glicoproteina producto del gen
MDR-1 ¥ In P53 mutada estin asociadas con un pobre prondstico en cincer de mama. La expresion de la P-gp
con reactividad eruzada para varias drogas anticancerosas v las evidencias que la P53 mutada se encuentran
involucradas en resistencia a drogas sugicren goe ambos marcadores tienen una relevancia en el seguimicnio de
pacicnies con ciancer de mama. En este estudio lns pacientes con coexpresion de P53 ¥ P-gp presentaron un [metor
pronostico pobre y una sobrevida global mas corta.

INTRODUCCION
| fracaso de la quimioterapia para erra-

resistente Unicamente después que se encuentra
bajo tratamiento (Hayes y Wolf, 1990).

dicar todas las células cancerosas puede

ser debido a una variedad de causas.
Una de las posibilidades es la capacidad que
tienen algunas células a desarrollar resistencia
a drogas. Recientemente, se han hecho algunos
progresos para entender el mecanismo de re-
sistencia a drogas usando células en cultivo. El
término Multiresistencia a Drogas (MDR), es
usiado para describir el amplio espectro de re-
sistencia ¢ruzada que exhiben estas células a
ciertos productos citotdxicos naturales (Cor-
don-Cardo y col.. 1989).

La resistencia a drogas puede ser clasificada
como intrinseca o adquirida, BEsta division pue-
de ser interpretada como arbitraria; sin embar-
go, permite hacer una simple distincién opera-
cional para determinar si el organismo o la eé-
lula es resistente al inicio del tratamiento, o si
inicialmente es sensible a drogas v llega a ser

La resistencia intrinseca (natural o “de no-
vo') describe la situacion donde un arganismo
o célula, posee una caracteristica diferencial
que permite a todos los miembros normales de
esa especie tolerar una droga en particular o un
medio quimico ambiental. En este caso, la ca-
racteristica responsable de la resistencia es
inherente, o integral, es decir, ¢s una propiedad
de las especies, que ha surgido a través del pro-
ceso de evolucion, Este fendmeno puede ser
debido a la presencia o ausencia de una carac-
teristica bioquimica, por ejemplo; la estructura
de la membrana celular, la existencia de protei-
nas de transporte, la ausencia de vias metaboli-
cas, la estructura de los sitios blancos, la expre-
sion de proteinas especificas al estrés o la alta
capacidad de reparacion (Hayes y Wollf, 1990).

El término resistencia adquirida es usado pa-
ra describir el caso donde una linea celular re-
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sistente emerge de una poblacién que previa- de

mente ha sido sensible, y que presenta resisten-
cia no solo al agente selectivo. sino también a
otras muchas drogas naturales con diferentes

estructuras y mecanismos de accion. Algunas

l.

Vol. 10

las drogas relacionadas a la multiresistencia

(Tabla 1), inhiben la formacién de microtibu-
los, mientras que otros dafian al ADN o inhiben
la sintesis de ARN (Hayes y Wolf, 1990).

Tabla 1
Drogas naturales utilizadas para tratar el cincer
DROGA BLANCO INTRACELULAR FAMILIA MDR
Doxorubicina ADN Si
Topoisomerasa [1
Adriamicina ADN Si
Topoisomerasa [1
Ciclofosfamida ADN No
5-Fluorouracilo  ADN No
Mitroxantone ADN Si
Topoisomerasa |1
Daunomicina ADN Si
Topoisomerasa 1l
Camptotesina Topoisomerasa [1 No
Vinblastina Tubulina Si
Vincristina Tubulina Si
Taxol Tubulina Si
Actinomicina D ARN deTranseripeion Si
Bleomicina Daiio al ADN No
Tomado de Pastan v col., 1991,
3. Determimnar la expresion del gen MDR-1 al

OBJETIVOS

Determinar la expresion del gen de multire-
sistencia a drogas al nivel de ARNm, en
biopsias de pacientes y lineas celulares, pa-
ra detectar la sobrexpresion del mismo vy su
implicacién en fenomenos de resistencia a
la quimioterapia

Determinar si la quimioresistencia esta aso-
ciada a la expresion de oncogenes como c-
mye, c-myb y H-ras

nivel de la glicoproteina de membrana
epl 70, utilizando el anticuerpo monoclonal
C219 en inmunocitoguimica,

Anilisis de p53 mutada y el oncogen c-
erbB-2 por inmunocitoquimica y su asocia-
cidn con la expresion del gen MDR-1 en las
biopsias de cancer de mama
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PACIENTES Y METODOS
Pacientes

Se estudiaron 80 pacientes con cincer de
mama, de sexo femenino, antes de iniciar la
quimioterapia ¥ en 60 pacientes del estudio
inicial fue posible obtener una muesira de tu-
mor después de haber finalizado el ratamiento.
La historia clinica incluyo los siguientes as-
pectos: edad, estadio clinico v anatomopatolé-
gico, tralamiento y evolucidn clinica.

A continuacion se observan las caracterisii-
cas:

a) Edad: el promedio de las pacientes fue de

49 4 + 11,50 afios, comprendida en un ran-
go entre 19 v 70 afios.

b) Tamafio del wmor: La evaluacion del ta-
maiio del tumor fue realizada de acuerdo al
siguiente criterio: T1= menores 6 iguales a
2 em, T2= tumores entre 2 y 5 cm, T3=en-
tre Scm y 10 em, y T4 = tumores = 10 cm.
En las pacientes estudiadas se observa que
¢l 1,65% presentan tumores < 2 cm; 1,66%
de las pacientes presentan tumores de 2-5
em; 15 de las pacientes tienen tumores de
6-10 em y 48% de las pacienles presentan
tumores mayores de 10 em

¢} Estadio clinico y anatomopatologico: se
empled la clasificacion T.N.M.. Las pa-
cientes presentan los siguiente estadios:
Estadio I (3,33%), Estadio IIIA(15%). Es-
tadio 11IB (61.66%) y Estadio IV (16,66%).
Ninguna de las pacientes incluidas en el
estudio presentaron Estadio 1.

d) Evolucién clinica: el periodo de segui-
micnto clinico de las pacientes se realizo
entre | v 52 meses.

¢) Tratamiento: CMF=L+GM-CSF
{C=ciclofosfamida, 400 mg/m2, intraveno-
so, dia 1, 2, 3;: M=mitroxantone: 7 mg/m2,
iv. dia 1, 2; F= S-fluorurouracilo, 400
mg/m2, iv. dia 1,-2, 3; Leucovorine: 20
mg/m2, i.v. antes del 5-FU; GM-CSF: leu-

comax, 7 mg/kg de peso/dia, de 10 a 14 di-

as),

FAC: 5-fluorurouracilo, A=adriamicina v ciclofos-

famida. Los nombres en negrilla seftalan las drogas

relacionadas con el fenotipo MDR-1.

El esquema terapéutico usualmente implica
ires ciclos de quimioterapia y posteriormente
cirugia.

Material bioldgico

Lineas Celulares utilizadas para analizar la
expresion del gen MDR-1.

SKOV3 (sensible a vimblastina), Niveles de
expresion basales < 0,1 MDR-1-ARNm.
Usualmente no presenta el fendmeno de ampli-
ficacion.

SKVLBI (resistente a vimblastina). Niveles
de expresion basales < 300 MDR-1-ARNm
(evaluado por densitometria a partir de 10 ug
de ARN total).

SKOV3 v SKVLBI son lineas celulares
provenientes de pacientes con Sarcoma de
Ovario Humano, gentilmente cedidas por la
Dra. Marie. F. Poupon. Instituto Curie, Francia.
Las lineas celulares fueron utilizadas como
controles positivos y negativos de la expresién
del gen MDR-1 y como patrones en el andlisis
de la sobrexpresion.

Biopsias de Pacientes.

Biopsias de Tumor de Mama.

Biopsias de Mama Normal.

Drogas empleadas en lfos cultivos celulares
Doxorubicina 10 mg (Tecnofarma).

Disuelta en agua destilada en condiciones de
esterilidad antes de su uso.

Antibicoticos utilizados en los cultivoes
celulares

Fungizona 250 meg/ml (Quality Biological,
Inc.).

Penicilina 10.000 wml (Gibeo).
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Streptomicina 10.000 mem/ml (Gibco).
Anticuerpos.,
P-glycoCHEK

Anticuerpo  monoclonal

C219 (Centocor).

Anti-DIG-alKaline phosphatase (Boehringer
Mannheim Biochemica).

Anti-mouse 1gG biotinilado (Vectastain).

Anticuerpo  monoclonal anti c-erbB2/neu
(DAKO)

Anticuerpo monoclonal anti-P33 (DAKO)
Sondas

f-tubulin Pr-1, 40 mer (Oncogene).
Human MDR-1 Pr-1, 40mer (Oncogene).

C-mye, Pr-1, 40 mer (cDNA probe: recono-
ce una region de 0.4 kb del exon 2 del oncogen
c-mye: Onogene)

c-myb, Pr-1,40 mer (cDNA probe; reconoce
una region de traduccion hacia el extremo 57).

H- ras 12 Muta probe set (detecta 7 muta-
ciones sobre los codones 12.13)

Primers
Primers MDR:

4A: Oligo antisens de 20 bass 2596. Exdn
21.

CCC ATC ATT GCA ATA GCA GG.

4B: Oligo antisens de 20 bass 2733, Exon
22.

GTT CAA ACT TCT GCT CCT GA.
Primers Ba-Microglobina:
5% Oligo sens 1543,
ACC CCC ACT GAA AAA GAT GA.
5B: Oligo sens 2253.
ATC TTC AAA CCT CCA TGA TG.

Los primers usados en este estudio fue-
ron sintetizados por GEN SET (Francia).

Vol 10

Primers H-ras

H-ras point Primer TM set (amplifica los
codones 12,13 de H-ras)

Patran de peso molecular.

100 Base Pair Ladder (Gibeo BRL).
GX-174.

Cultive celular

Se utilizaron las lineas celulares SKOV3
(sensible) vy SKVLBI1 (resistente), La linea
celular SKVLBI es inicialmente resistente a |
ug/ml de vimblasting ¥ posteriormente resis-
tente o doxorubicing a una concentracion ma-
xima de 0.4 pg/ml.

Las células SKOV3 v SKVLBI. son creci-
das en medio minimo esencial DMEM, suple-
mentado con 10% de suero fetal v antibidticos
al 1%. cultivadas a 37° C en atmosfera himeda
con 5% de CO; v 93% de aire. Paralelamente,
la variante multiresistente es obtenida por ex-
posiciones continuas de la linea parental
(SKVLBI) a concentraciones crecientes de
doxorubicina desde 0,01 a 0.4 up/ml, El medio
es reemplazado dos veces a la semana mante-
niendo el siguiente esquema: 4 dias en presen-
cia de la concentracion de la droga correspon-
diente, y 5 dias de descanso sin droga. Se repite
el esquema aumentando la concentracion.

Las sublineas resistentes obtenidas, son
mantenidas en presencia de la doxorubicina a
la concentracion de droga correspondiente
(0,01-0.4 pp/ml).

Cultivo de cé¢lulas sobre laminillas

Una vez formada la monocapa, las células
tanto sensibles como resistemtes, son despren-
didas con tripsina 0.23% - EDTA 0,1%. resus-
pendidas en medio DMEM no suplementado 'y
centrifugadas a 1,400 rp.m. El sedimento ¢s
resuspendido nuevamente en medio suplemen-
tado y 50 ul de la suspension son colocadas
sobre liminas cubre objeto estériles 22x22,
previamente colocadas en cipsulas de petri de
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35 mm, que contienen | ml de medio suple-
mentado.

Se deja que las células formen una monoca-
pa sobre laminillas durante 1 dia. Posterior-
mente se lavan los cubre objetos con PBS y se
fijan con metanol durante 5 min.

Se almacenan a -20” C hasta su uso en in-
munoperoxidasa.

Extraccion de ARN total de lineas
celulares y biopsias de tumores de mama para
lu evaluacion de la expresion del gen MDR-1

Procesamiento de las Lineas Celulares:

l.a lisis celular se realiza adadiendo el
RNAzol B directamente en el falcon. Para un
falcon de 75 ml se agregan 1.6 ml de RNAzol
B: se reparten 800 ul en cada eppendorf v se
anaden 80 ul de eloroformo: luego de centrifu-
gar por 15 min. a 12.000 g ¢l ARN es recolec-
tado de la [raccidon acuosa, a la que se le agreea
un volumen igual de isopropanol v se procede a
dejar precipitando toda la noche. Posterior-
mente, se centrifuga por |5 min. a 12.000 ¢ a
4 €. El sedimento obtenido es lavado con ela-
nol 73%. se deja secar v se procede a disolver
el ARN en 50 pl de agua libre de RNAsus. Se
almacena a -70" C hasta su uso.

Procesamiento de la Muestra Tumoral:

Las muestras de biopsias de tumores de
mama lueron obtenidas de los pacientes en
estaclio 111, antes de aplicar el tratamiemo, in-
cluidos en el protocolo quimioterapettico
CMF-L+GM-CSF del Instituto de Oncologia v
Hematologia ¥ el Hospital Clinico Universita-
rio de Caracas.

Las muestras de aproximadamente 100 mg

son transportadas v almacenadas en nitrdgeno
liquido.

’ara obtener la muestra ARN se procede de
la siguiente manera:

Preparar el pulverizador de umores de la
forma adecuada. lo cual consiste en colocar en

la batea hielo seco y una mezcla propanol:
metanol 1:1, flamear tanto el recipiente de
muestra como ¢l émbolo del aparato y enfriar-
los antes del proceso. En el plato se coloca la
muestra ¢ inmediatamente se afade el nitroge-
no liquido. El émbolo debe ser disparado varias
veces hasta pulverizar el tumor, mientras el
recipiente de muestra es rotado continuamente.

El tumor pulverizado es recolectado con una
espatula previamente esterilizada y tratada con
agua + DEPC. Colocada en un tubo eppendorf
de 1,5 ml al que se le agregan 800 pl de buffer
lisis (RNAzol B) + 80 ul de cloroformo. Se
continda la extraccion de manera similar al
procesamiento de las lineas celulares.

Calculo de la concentracion de ARN

Se realizan diluciones de la muestra 17500 o
171000 y se procede a medir su densidad optica
a 260 y 280 nm.

Para determinar la concentracion en pg/ml,
se realiza la siguiente equivalencia:

I DO a 260 nm equivale a 40 pg/ml.

Todas las concentraciones de ARN de las li-
néas celulares v de los tumores fueron determi-
nadas utilizando el lector de ADN/ARN Gene
Quant (Pharmacia),

Marcaje de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos son marcados con una
cola de DIG-dUTP (Boehringer Mannheim
Biochemica).

Para 20 pl de reaccion de marcaje, se re-
quiere:

Tailing Buffer, 4 pl.

Solucion de CoCl, 4 ul.
Oligonucledtido sin marcar, 5 pl.
DIG-dUTP, 1 ul.

dATP. 1 pl.

Transferasa Terminal, | ul,
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En caso de ser necesario completar el volu-
men final a 20 pl con agua destilada deioniza-
da.

Incubar a 37° C por 30 min.
Mantenerse a -20° C, hasta su uso.

Control de Marcaje:

Colocar 2 ul del oligo marcado en una
membrana Zeta-Probe (BIO-RAD), previa-
mente humedecida en agua.

Dejar secar, realizar cross-linking en el GS
Gene-Linker ™ (BIO-RAD): Programa C1.

Realizar deteccidn colorimétrica o por qui-
mioluminicencia.

RNASLOT BLOT

Desnaturalizacion y Fijacion alcalina del
RNA.

Se tomaron 5 pg de RNA realizdandose dilu-
ciones seriadas de la misma %4, % y 1/8, para
ser fijadas sobre membranas de Zeta Probe
(BIO-RAD).

Inmediatamente antes de usar, disolver el
RNA en 500 pl de NaOH 10mM. EDTA |
mM, en frio. Ensamblar el aparato de microfil-
tracion BIO-DOT ® SF Microfiltration Appa-
ratus (BIO-RAD) con la membrana previa-
mente humedecida.

Agregar ¢l RNA y aplicar vacio suave apro-
ximadamente 40 mbar. Lavar los pozos con
500 pl de la solucién desnaturalizante. Dejar
secar la membrana y aplicar cross-linking en el
GS Gene-Linker ™. Programa C1, 30mJoule.

Se procede. a realizar la hibridacion con la
sonda MDR-1. c-mye, c-myb y 3 tubulina, pre-
viamente marcada. Se realiza deteccion colo-
rumétrica o por quimioluminiscencia. en ambos
casos las membranas y/o placas de rayos X
fueron analizadas por densitometria (Densito-
metro 690, Biorad).

Vaol. |0

Hibridacidn molecutar

Hibridar las membranas en 20 ml de solu-
cion de pre-hibridacién a 65° C por | h. Poste-
riormente, incubar toda la noche a 65° C en
solucion de hibridacién con la sonda marcada.

Al dia siguiente lavar las membranas con:

2X 88C + SDS 0,1%, 10 min. a temperatura
ambiente.

IX SSC+ SDS 0,1%, 10 min. a 65° C.
13.6% Deteceion colorimétrica.

Lavar las membranas en Buffer 1, durante |
min. Incubar en Buffer 2 por 30 min. Luego
incubar con el conjugado diluide 1/5000 en
Buffer 2, por 30 min. Lavar dos veces las
membranas en Buffer | (5 min. cada lavado).
Equilibrar las membranas en Buffer 3. por 2
min. Posteriormente. revelar con NBT. X-
Fosfatasa y Buffer 3, en total oscuridad. Dete-

ner la reaccion colocando las membranas en
Bufter 4.

Deteccion por Quimioluminiscencia.

Se procedid de acuerdo al método del ma-
nual de Bochringer. Equilibrar las membranas
en Buffer 1. durante 1 min., v bloquear los si-
tios inespecificos con Buffer 2 de 30 min. a |
h. Luego incubar con el conjugado, diluido
1/10.000 en Buffer 2, por 30 min. Lavar dos
veces las membranas en Buffer 1 (15 min. cada
lavado). Equilibrar las membranas en Buffer 3.
por 2 min. Posteriormente. revela con Lumi-
Phos 530, colocande las membranas en Liminas
de acetato, una vez humedecidas con el Lumi-
Phos, revelar en placas de rayos X. Si se quiere
reintentar la hibridacion con otra sonda. no
dejar secar la membrana. manteniéndola en
Buffer 4, hasta el momento de despegar la son-
da.

Obtencion de ADNe

Las muestras de ARN total provenientes de
las lineas celulares sensibles v resistentes. asi
como de las biopsias de tumores de mama y de
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mama normal (2 pg de ARN), se proceden a
desnaturalizar, (agregar agua libre de ARNasa
para completar ¢l volumen a 8 pl), a 65° C por
10 min. Luego de enfriar en hielo agregar lo
siguiente: (Estuche de Pharmacia Biotech).

Bulk First-Strand Reaction Mix 5 ul.
Primer pdN6 1 pl.
DTT 1l

Incubar | ha 37° C vy almacenar a -20° C,
hasta su uso.

TR-RCP para la deteccidn de la expre-
sion del gen MDR-1

El ADNe obtenido de las lineas celulares
sensibles y resistentes, asi como de las biopsias
de mama, son analizadas por RT-PCR en pre-
sencia del transeripto MDR-1 y [} microglobi-
na, este ultimo como control intemo de la reae-
cion.

El PCR es realizado en un termociclador
PTC-100 ™ Programmable Thermal Controller
(MJ Research, Inc.). para esto 10 ul de cDNA
son incubados con:

Buffer 10X libre de MgCls, 5 ul.
MgCla, 6 pl.
dNTPs (AG.C.T). 0.2 pl de cada uno,

Primers (4A, 48, 5%, 5B) 50 pmol. 1 ul de
cada uno,

Taq Polimerasa, 0.5 ul.

Agua destilada deionizada, 73.7 pl.
Aceite Mineral, 50 pl.

Programa:
3aeC.
50" a 94" C.
307 as7°C.
20"a 72°C.
)" a72°C.

40 ciclos

La muestra es analizada en un gel de polia-
crilamida para dcidos nucleicos al 8%. El gel es
tefiido en bromuro de etidio. El tamafio del
producto amplificado es visualizado con un
transiluminador de luz U.V. y es (otografiado
para su registro permanente.

Los pesos moleculares de las bandas colo-
readas, fueron determinados por comparacion
con marcadores de peso molecular conocido
(100 Pair Ladder).

Tamaiio del Amplificado:

4A/4B 160 pares de bases (MDR-1).

5"/5B 120 pares de bases ([} microglobina).
Andalisis de la expresion del gen MDR-1
Lineas Celulares.

Para determinar si existe expresion del
transcripto MDR-1, a medida que se incre-
menta la concentracion de droga, se procede a
correr la misma cantidad de muestra (8 pg) v
ademds se realizaron diluciones de las mismas
1710, 1/30 y 1/50.

Muestra Tumoral.

Para determinar si existe expresion del
transeripto MDR-1, en muestras de biopsias de
tumor, s¢ procede a correr la misma cantidad
de muestra (8ug).

[nmunoperoxidasa.

La inmunotincion se realizé empleando el
sistema de inmunoperoxidasa con Avidina-
Biotina (Hsu y col., 1981).

Células en Cultivo.

Para detectar la glicoproteina-P en células
individuales, se utilizo el anticuerpo monoco-
nal C219, el cual detecta un epitope altamente
conservado en la region citoplasmdtica de la
glicoproteina.

Las laminas cubreobjetos con la monocapa
de celulas, previamente fijadas con metanol por
3 min., fueron hidratadas por 5 min, en PBS y
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los sitios inespecificos blogueados con BSA al
3% por 20 min. El anticuerpo C219 es usado a
una dilucidon 1/500 en PBS al 3% de BSA ¢
incubado por | h. Posteriormente, se incubo
con ¢l anticuerpo secundario (anti-1gG de raton
biotinilado) durante 45 min a una dilucion
1/200. Se lavé con PBS 5 min. y se incubd por
30 min. con el complejo AB (Avidina-Biotina),
El revelado de las laminas utiliza la mezcla
cromogeno-sustrato (9.5 ml de acetato de sodio
0,1 M, pH 5.3: 500 pl de AEC en solucidn y 50
il de perdxido al 3%). Se contrasta con methyl
green por 15 min.. diferenciando con agua de
chorro. Montar con gelatina glicerinada.

Biopsias de Tumores.

En el caso de las muestras tumorales. se
procedio a realizar en ¢l criostato. los cortes
congelados del tejido, de aproximadamente 3.5
um. los cuales se colocan sobre liminas pre-
viamente deserasadas v embebidas en PLL.
Luego se dejan secar los cortes toda la noche.
Posteriormente. se fijan 3 min, en acetona fres-
ca v se sigue el mismo esquema empleado para
las lineas celulares. utilizando el anticuerpo
monoclonal €219, con la Unica diferencia que
se contrasta con hematoxilina de mevers 3 pun,
y se diferencia con agua de chorro 3 min.

Los anticuerpos para c-erbB2 v P33 mutada
fueron utilizados en cortes de biopsias [rescas

Vol 1O

Anlisis estadistico

Las asociaciones de los datos provenientes
de cada uno de los marcadores biologicos fue-
ron evaluadas por t de Student. Chi-cuadrado y
test de Fisher (programa [nstat 4.0).

Las curvas de sobrevida libre de enfermedad
(SLE) ¥ la sobrevida global (SG) se realizaron
utilizando el meétode de Kaplan-Meier v el
andlisis univariado de realizo mediante la prue-
ba de log-rank (Programa GraphPad Prism),

RESULTADOS OBTENIDOS

ANALISIS. APLICABILIDAD E
IMPORTANCIA DE LOS MISMOS

3.1.- Reconocimiento de la glicoproteinu-p
por el anticuerpo monoclonal C219 mediante
inmunoperoxidasa

Se examino la expresion de la gheoproteina-
P en lineas celulares sensibles (SKOV3) v re-
sistentes (SKVLB1).

Empleando ¢l anticuerpo monoclonal C219
fue posible observar un marcaje en la periferia
de las ¢élulos SKVLBI1 v una tincion en el ci-
toplasma (Foto la), mientras que no s¢ observo
marcaje en las células sensibles (Foto 1b) ni en
¢l contral negative donde se ha sustituido ¢l
anticuerpe monoclonal C219 por PBS (Folo
ic).
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RECONOCIMIENTO DE LA GLICOPROTEINA —P POR EL ANTICUERPO
MONOCLONAL C219 MEDIANTE INMUNOPEROXIDASA EN LINEAS CELULARES
Foto 1a

Linea Celular Resistente (SKVLEBI) _

b 4 s -y
e s =
fi e

AL .“'_

Foto 1b
Linea Celular Sensible (SKOV3)

™
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En la determinacioén de la expresion de la
glicoproteina-P en células resistentes se obser-
va un aumento gradual del marcaje de la glico-
proteina, gue corresponde a las concentraciones
de la doxorubicina de 0.01-0,4 pg/ml respecti-
vamente, Se encontrd, que a medida que las
células se hacen multiresisientes, la intensidad
de la tincién también aumenta, concentrindose
en la region perinuclear de la célula v en las
prolongaciones que emiten las células adheri-
das al soporte sdlido.

3.2.- Reconocimiento de la glicoproteina-P
empleando el Anticuerpo Monoclonal C219
en Biopsias de Tumaores

En el andilisis de los cortes congelados de
tejido de tumor de mama, empleando el anti

Control Negative: El Anticuerpo Monoclonal C219 ha sido Sustituido por PBS.

Ly B

cuerpo ¢l monoclonal €219, fue posible ob-
servar tejido tumoral cuyas células se encuen-
tran dispuestas formando pequefos duclos,
revestidos por células neoplasicas. Mediante un
aumento de 400 X se puede evidenciar un ma-
terial pardo rojizo de aspecto granular llenando
las luces ductales. En algunas dreas se puede
ver el mismo tipo de marcaje alrededor de las
células tumorales (Foto 2a).

En la Foto 2b podemos observar miltiples
células tumorales dispuestas formando un pa-
tron solido, rodeadas por abundante liguido de
edema, Se identifica un marcaje muy evidente
de color pardo rojizo granular que estd llenan-
do el citoplasma de las células neoplisicas y
delimitando el contorno de la membrana plas-
mética.
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Foto 2a
Biopsia de Tumor de Mama del Paciente 1 (P1)

Foto 2b
Biopsia de Tumor de Mama del Paciente 2 (P2)
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3.3.- Dererminacién de la expresiion del
gen MDR-1 por hibridacion melecudar, en
biopsias de tumor de mama mediante sondas
anti sentide

La expresion del gen MDR-1 lue evaluada
en biopsias de tumor de mama y en algunos
casos en lejido normal de mama del mismo
puciente. En las muestras obtenidas de los pa-

cientes P1 y P2 pudo observarse la expresion
del gen MDR-1 en los tejidos tumorales a dife-
rencia de las muestras provenientes de la mama
contralateral sin evidencias de tumor (Fote 3),
En ambos tipos de tejidos se determing la ex-
presion -del gen [-tubulina indicando gue el
material del ARNtotal no presentd degrada-
cion,

Foto 2

sonda f-tubulna gondu medr-1.

TI' e
d 2y
N —
Tt P —
b P2
w —
T! umme
C Pl

Fa ———

T 12 Muesirn Tumoral aptes de aplicar ¢l tralantiento
T 2: Muesten Tumaoral despuds de aplicar’ ¢l inaniienio

N: Mucura de Mama Normal

La hibridacion molecular muestra que en
dos biopsias de tumor antes (T1) y después de
la guimioterapia (12). donde se denota una
seflal mas intensa en la muestra aislada del T2
con respecto a la detectada en la primera biop-
sie, lo que indicaria una mayor expresion del
gen MDR-1, luego que el paciente 3 (P3) fue
sometido a tres cielos de quimioterapia

3.4. Analisis de la expresion del gen MDR-
I por tr-rep en célulus sensibles y resistentes

La utilizacion de la transcripeion reversa
permitid obtener ADNe a partir del ARNiotal
previamente aislado mediante el método de
Tiocianato de Guamding (seccion maleriales y
métodos). v en el cual se debe encontrar el
ARNm correspondiente al gen MDR-1. Al rea-
lizar la reaccion en cadena de la polimerasi con
los cebadores o iniciadores especificos para la

— e, E— ——
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amplificacion del ADN¢ correspondiente a los
productos MDR-1 y [}, microglobina, se obser-
vo una amplificacion especifica del transcrito
MDR-1 de 160 pb obtenido en las células re-
sistenies SKVLBI1: sin embargo no se observo

sefial para el gen MDR-1 en el carril corres-
pondiente a células sensibles, atinque si se vi-
sualizo la banda compatible con la amplifica-
cion del ADNe del transcrito del gen de > mi-
croglobina de 120 pb (Foto 4).

Foto 4

mile 1

"?III-

. Marcador de PM (ladder 100KD)
2, Control Mezatlvo de ln RCP

3. Célulos Sensibles (SKOVI)

4. Célulns Resistentes (SIKVLBI)
5. ADN No Relacionado

3.5 Evaluacion de la expresion del gen
MDR-1 por tr-rep en células sensibles y
resistentes sounetidas u diferente,

concentraciones de doxorubicing

En la evaluacion de la expresion del gen
MDR-1 mediante TR-RCP a partir de transcri-
1os purificados de células resistentes sometidas
A concentraciones crecientes de doxorubicing
(.01 pg/ml a4 pi_"mll se observo quie existe

una expresion incrememada del pen MDR-|
cuando la linea celular se mantiene bajo pre-
sion selectiva.

En todas las muestras fue posible observar
la banda correspondiente al control interno de f§
> microglobina indicando que ¢l proceso de
transeripeion reversa ise eficiente en cada uno
de los experimentos,

En lus células sensibles no se observo ex-
presion detectable del gen MDR-1 pero si del
gen 3 microglobma (caml 7 Foto 3).
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Foto 5

sareador de P'M (ladder 100KB)

- mdr 1

l.

2. Células Resistentes (SKVLD) sometidas a 0.4 pg/ml de Dox
3. Célulis Resistentes (SKVLIB) sometidas o 05 pe/ml de Dox
4. Célulns Resistentes (SKVLB1) sometidas 0 0.2 ug/'ml de Dox
5, Células Resistentes (SKVLBT) sometidas a 0,1 pe'ml de Dox
6. Célubas Resistentes (SKVLBL) sometidas a 0,010 pe'ml de Dox

7. Células Sensibles (SKOYS)
B Control Negativo e ln RCP

El resultado anternior fue corroborudo reali-
zando diluciones 1710y 1/30 de los productos
de TR-RCP del RNAtowal de células sensibles
v resistentes a doxorubicina. En la Folo 6 se¢
abserva que los productos de amphiicacion de
células sensibles presentan unicamente la ban-
da correspondiente a i microglobing hasta In
dilucion 1710 (earril 2 v 3). La expresion del

gen MDR-1 comenzo a detectarse en los pro-
ductos de amplilicacion de las células resis-
tentes en cultivo con 001 pg/ml de doxorubi-
cinit, observandose un aumento de la expresion
del gen MDR-1 a pantir de una concentracion
de 001 pg/ml hasta 0.4 pe/ml en las diluciones
analizados (Foto 6).
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Foto Ga

R J S T S TR S

. SKOWV3I S e de ARN 2. Dilucion 1710 3. Dilucion 1750
4. SKVLRBI 0,01 de Dox. 8 pede ARN 5. Dilucion 1710 6. Dilucidn 1/50
7. SKVLBIL O de Dox. 8 pede ARN 8. Rilacion |/10 9 Dilucion 150
10, Mareador de PM (I 1X<174)

Foto 6h

I Marcador de PN (Bh 1X<174)

2. SKVLB10.2deDox 8 g de ARN 5.0 Dilweion 1100 4 Dilucidn 1750
3, SKEVLET 0.3 de Dos. 8 ug de ARN G, [Nlucidn V10 7, [Diluctom 1550
B, SEVLBIO. deDox. 8 b de ARN 09, [Mlgcion 110 10, Dilucion 1/50

SKOYVI: Células Sepsibles - SKVL B Célulns Resistentes
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3.6. Evaluacidon de la expresion del gen
MDR-1 por tr-rcp en biopsias de tumores de
miama

Se ha analizado la expresion del transcripto
MDR-1 en muestras de pacientes, cuyo RNA-
lotal ha sido extraido de la biopsia del wmor y
tejido de la mama normal del mismo paciente,
antes v después de ser sometidos a la quimiote-

Vol. 10

rapia. Al comparar con la expresion del trans-
cripto, observada en lineas celulares resistentes
y sensibles, los resultados indican que de cua-
tro (4) pacientes evaluados por RT-PCR. todos
expresan el transcripto MDR-1 en la muestra
tumoral (Foto 7), mientras que en la mucstra
normal parece presentar niveles basales o nin-
guna expresion del gen de multiresistencia,

Foto 7

4 Biopsia 2

el e

"5/ Biopsia |

e L

ﬁﬂ"l

Marcador de PM (ladder 100KD)
Control Negativo de la RCP

P Teyido Normal de Mama

6, PoTejide Normal de Mama

o |

6/ Biopsia |

8. P7 Tepdo Normal de Minna

U PT Biopsia |
10. PT'Biopsia 2

B1: Biopsia antes de Iy Quiminterapia — B2: Biopsia después de 1a Quim IR

3.7, Evaluacion de la expresion de los
oncogenes c-myc y myh en tumores de nma

En las fotos N, 8. 9. 10 se observan las se-
niales después de huber realizado la hibridacion

con las sondas de c-myc. mub v beta-tubuling
como control interno del material de ARN;
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Fota 8

Foto 9

T4,
)
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Val, 10

Foto 10

3.8, Evalunacion del oncogen H-ras, codin
12

En ninguna de las evaluaciones realizadas
para la determinacion de las 7 mutaciones prin-
cipales del oncogen H-ras, en el codon 12 se
pudo evidenciar la presencia de alguna muesira
de mama que tuviese alguna mutacion de este
codin. En estudios futuros habria que analizar
por lo menos tres codones mas con las muta-
ciones mas imporiantes en cada uno de ellos y
relacionarlo con la expresion del gen MDR-].
En este estudio tnicamente se planted estudiar
H-ras, codon 12 como inicio de la investiga-
cion de este encogen en este tipo de malignida-
des.

3.9~ Evaluacion de la expresion del gen

MDR-1 en pacientes con cdncer de mana
antes y después del tratamiento

Se evaluaron 80 wmores de pacientes antes
de recibir el tratamiento con quimioterapia y
después del ratamiento se lograron analizar 60
tumores del grupo de pacientes pertenecientes
al protocolo.En los tumores analizados antes
del tratamiento se observo que el 58% presenté
una sobrexpresion del gen MDR-1 mientras
que el 43% de los tumores fue negativos para
este marcador (Grifico No 1),

Al analizar la expresion del gen MDR-1
después de tres ciclos de quimioterapia se ab-
servo un incremento en el nimero de tumores
positivos para MDR-1 (73%) con respecto a los
pacientes que inicialmente fucron negativos
para MDR-1 (27%), siendo las diferencias es-
tadisticamente  significativas  (p=0,02622).
(Gralico N”. 1).
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Grifico 1
Evaluacion de la Expresidn del Gen MDRI en Pacientes con Cincer de Mama Antes ¥
Después del Tratamiento

BMDR] +

EMDR] -

s de Pacientes

Aungue la guimioterapia combinada ha sido
de gran impacto en la sobrevida de las pacien-
tes con malignidades linfoproliferativas, la ma-
yoria de los canceres inicialmente son resis-
tentes a la quimioterapia & son sensibles pero
adquieren resistencia durante ¢l tratamiento
tales como: los linfomas y los cinceres de ma-
ma.

Las células tumorales que desarrollan resis-
tencia a través del mecanismo de MDR (multi-
resistencia a drogas) simultaneamente desarro-
llan resistencia cruzada a varios productos na-
turales estructuralmente no relacionados. Aun-
que se ha reportado una tasa de respuesta signi-
ficativa a la doxorubicina y taxanes en cidncer
de mama también se ha visto gue posterior-
mente se desarrolla resistencia v recaidas en
enfermedad avanzada.

Los resultados son de pran interés ya que se¢
ha podido determinar la expresion del gen
MDR-1 en biopsias de tumor obtenidas antes
del tratamiento (38% MDR-1 positivo) v des-
pués del mismo (73% MDR-1 positivo), em-
pleando agentes citotdxicos que son sustrato de
la P-gp. Esto ha permitido discernir entre la
contribucion relativa de la resistencia intrinseca

Despuds

que presenta el tumor antes de enfrentarse a la
quimioterapia (38%) y la resistencia adquinida
(73%-58%= 15%) que se observd posterior-
mente. Ademds que el estudio se pudo realizar
con biopsias de tumor frescos ¥ con un proto-
colo de quimioterapia que incluyeron el Mito-
xantrone y la Doxorubicina, ambos pertene-
cientes al fenotipo MDR-1 ya que son sustrato
de la P-gp.

También es importante destacar que se pudo
evaluar la expresion de la P-gp por inmu-
nohistoquimica en estas muestra, en donde se
pudo corroborar la alta sensibilidad de las tée-
nicas de biologia molecular, ya que se presen-
taron muestras positivas por biologia molecular
y negativas por inmunocitoquimicas (10 mues-
tras/60 muestras despuds del tratamiento).Los
resultados inmunohistoquimicos demostraron
un fuerte marcaje de células P-gp+ en la mayo-
ria de las células tumorales significativamente
relacionada con tumores que progresaron. La
importancia del estudio inmunohistoquimico es
que se pueden analizar células individuales de
tal forma que las células tumorales que expre-
san la P-gp pueden ser diferenciada de las cé-
lulas normales adyacentes, mientras que el
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aislamiento del RNA a partir de tumores soli-
dos no tiene esa capacidad de discriminacion.

3.10.- Evaluacion de la expresion del
oncogen myb en pacientes con cincer de
mama anfes y despuds del tratamiento

Se evalud la expresion de oncogen myb en
biopsias provenientes de pacientes con cincer

Vol. 10

de mama o*enidas antes de iniciar el trata-
miento ¥y después de haberse concluido ¢l mis-
mo. En el Grifico N° 2 se puede observar que
el porcentaje de pacientes myb positivos (55%)
y myb negativo (45%) antes del tratamiento v
después. del tratamiento (myb+: 57% y myb-:
43%) no fueron estadisticamente signilicativos
(p=0.05)

Grifico 2
Evaluncion de ln Expresion del Gen MYB en Pacientes con Cancer de Mama Antes v
Después del Tratamiento
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El oncogen myb es un [actor de transcerip-
cidn que comparte varias caracteristicas con
myec. Ambos comparten una localizacion nu-
clear y cooperan con los genes ras mutados
para transformar células embrionales de ratén
in vitro. En cuanto a su expresion en los teji-
dos, el gen myb parece ser mucho mas restrin-
gido que mye, aunque ambos genes son dife-
rencialmente expresados durante el erecimiento
y la diferenciacion celular. El gen myb es un
gen  regulado por  mecanismos  post-
transcripcional: codifica para una proleina de
600 aa (72 — 75 KD). Se ha observado que la
proteina c-myb se encuentra asociada con la
matniz nuclear.

La expresion anormal de este oncogen en
procesos neoplasicos y en particular en ciincer
de mama permancce aun sin ser dilucidada y
probablemente actie en forma conjunta con
olros oncogenes.

3.11.- Evaluacidn de la expresion del
oncogen c-myc en pacienfes con cincer de
mama anies v después del tratamiento

En ¢l andlisis de las expresion del oncogen
c-myc¢ en los tumores analizados antes del tra-
tamiento (51% c-myc positivos y 49% c-myc
negativos) v después del tratamiento (49% c-
myc¢ positivos y 51% c-myc negativos). se de-
termind que no existen una diferencia entre
ambos grupos estudiados (p=0,05).(Grafico N°
3)
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Girdificn d
Evaluacitn de la Expresion del oncogen MYC en Pacientes con Chncer de Mama
Antes ¥y Después del Tralamiento
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Hoyv en dia es ampliamente conocido que los
oncogenes celulares son penes importantes
involucrados en ¢l desarrollo de cincer huma-
no. Los miembros de la familia de los genes
mye comprenden: e-mye. N-mye ¥ L-mye¢ co-
difican para proteinas nucleares que aparente-
mente tienen propiedades biologicas similares,
cuva funcion es regular la replicacion del ADN
v la transeripeion de ARN. El resultado final de
estas acciones a menudo es la potenciacion de
la proliferacion celular o inhibicion de la dife-
renciacion terminal. El hecho que no haya va-
riacion significativa de los casos positivos an-
tes v después del tratamiento indicaria que este
oncogen no estd directomente ligado a los
cambios que puede inducir la terapin sino a la

Despuds

evolucion biologica propia de este tipo de tu-
Mores.

J.12.- Frecuencia de los oncogenes c-myc,
myb y gen MDR-1 en tumores de mama

En los 80 wmores analizados antes del tra-
lamiento se observd que existen pacientes que
presentan un solo marcador: 7,5% de pacientes
MDR-1 positivo, 11,25% e-myc y 10% myb+;
en el grupo de pacientes con dos marcadores se
observd lo siguiente: MDR-1 positivo y c-
mye+ (13.75%). MDR-1 positive v myb+
(18%). c-myct+ y myb+ (8.75%): ¢l 17.5% de
los pacientes presentaron los tres marcadores
positivos (Grafico N° 4).
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Grifico 4
Presencin de Oneogencs ¢-MYC- MYB y gen MDRI en Tumores Mamarios
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3.13.- Relacion de la expresion def gen
MDR-1 y el oncogen myb

En 38 tumores myb+ y 18 tumores myb-, se
evalud la sobrexpresion del gen MDR-1. En los
tmores myb- se abservo que existe una eleva-
da expresion del gen MDR-1 (6335 copias

ARN/ug ARNU) en comparacion a los tumo-
res myb positivos (3444 copias ARN/ug
ARN1); sin embargo las diferencias entre am-
bos grupos analizados no son estadisticamente
significativas (Grafico N°. 5). Estos datos indi-
carian que no existe relacion funcional entre el
ven MDR-1 v la expresion del oncogen myh.

Crifice 5
Relacidn de la Expresiin del Gen MDRI1 y ¢l Oncogen MY D
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3.14.- Relacidn de la expresion del gen
MDR-1 y el oncogen c-mye

En 38 tumores c-myc positivos v 17 tumores
c-myce. se evaluaron los niveles de sobrexpre-
sion del MDR-1. En los tumores que {ueron c-
myce positivos se observaron niveles elevados

de expresion del gen MDR-1 (3300 copias de
ARN/ug ARNLt), en comparacién con los tumo-
res que presentaron el oncogen c-mye negativo
donde los niveles promedio del gen MDR-1
fueron de 1000 copias de ARN/ug ARNt
(p=0,0349)(Grifico N°, 6).

Grafico &
Relacian de ln Expresian del Gen MDR] v ¢l Oncogen e-MYC

Copios RNA/ug RNAL

o0 1 de Student

Estos resultados indicarian que existe cierta
relacion en cuanto a la expresion del oncogen
c-myc v la sobrexpresion del gen MDR-1; sin
embargo. deben analizarse otros pardmetros
para establecer su valor pronostico v la contri-
bucion de ambos genes en la progresion del
tmor.

3.135.- Relacion de la expresion del gen
MDR-1 y la respuesta al tratamicnto

En 4] pacientes estudiados para el gen
MDR-1 se pudo evaluar la respuesia al trata-
miento. En el grafico N 7 se observa que el

Mivieles deMDR 1

14.63% de los pacientes MDR-1 positivo y el
9.7% MDR- tuvieron una respuesta al trata-
miento entre 0-2% (p=0,392). El 17,07% de los
pacientes MDR-1 positivo y el 17.07% MDR-1
negativo presentaron una respuesta entre el 26-
49% (p=0.8500); ¢l 19.51% de los pacientes
MDR-1 positivo y el 12,19% de los pacientes
MDR-1 negativo, respondieron entre un 50%-
79% (p=0,176). Ningin paciente MDR-1 posi-
tivo aleanzd una respuesta entre 80-100% con
respecto a 9.76% MDR-1 negativo (p=0,0035)
(Grifico N°. 7).
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3.16.- Relacion de la expresiin del gen
MDR-1 y ¢l tamano del tumor antes y después
del tratamiento de pacientes con cdncer de¢
mama

En la evaluacion del promedio del tamaiio
del tumor en los pacientes del estudio antes y
después del tratamiento en relacion con la ex-
presion del gen MDR-1 (Grafico N° 8). se ob-
servo que el tamaio del tumor con marcador
MDR-1 positivo fue de 10.9 cm en compara-

o de Respucsio

cion a los tumores MDR-1 negativo que pre-
sentaron una media de 8.1 cm (p=0.245). Al
analizar estos parimetros después del trata-
miento, s¢ observo una disminucion del tamaio
de los wumores MDR-1 positivo y MDR-1 ne-
gativo (6.9 em y 4.7 em, respectivamente): sin
embargo, las diferencias entre ambos grupos
analizados no fueron estadisticamente signili-
cativas (p=0.110).

Grifico 8
Relacidan de la Expresidn del Gen MDRI ¥ ¢l Tamado del Tumor en Pacientes con
Cihneer de Mama Antes vy Despuds del Tratamiento
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E "1 de los pacientes estudiados después
del trmamiento. se observd que el 82% (11)
de los pacientes MDR-1 positivo, aumentaron,
no modificaron 6 presentaron una reduccion
del wmaiio del tumor < 10%. mientras que so-

lamente el 18% (2/11) de los pacientes MDR-1
negativo presentaron un comportamiento simi-
lar, siendo las diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p<0,00001) (Tabla 1),

Tabla 1

Expresion del Gen MDRI1 en Pacientes con Cincer de Mama y el Tamafio del Tumor después
del Tratamiento

N® de Pacientes que Aumentaron o Marcador MDR1 +  Marcador MDR1 -

Disminuyeron < 10% el Tamaiio del
Tumor

Test de Fisher

I 82% (9/11)

18% (2(11) P<0,00001

I=stos resultados indicarian que la mayoria
de las pacientes bajo los esquernas terapéuticos
empleados en el presente protocolo, donde se
incluyen drogas relacionadas v no relacionadas
con ¢l fenotipo MDR-1. logran disminuir el
tamaio promedio del tumor;, sin embargo,
existe un grupo pequeno de pacientes cuyos
tumores sobrexpresan el gen MDR-1 v no su-
fren practicamente ninguna reduccion, proba-
blemente porque estos tumores presentan un
grupo considerable de células MDR-1 positivo
que impiden la accion de la quimioterapia,

3.17,- Expresion del gen MDR-1 y la
evolucion clinica de los pacientes con cancer
de mama

Al analizar la expresion del gen MDR-1 en
relacion con la evolucién clinica de los pa-
cientes se observd que B de los pacientes viven
sin enfermedad y 18 pacientes MDR-1 positivo
murieron con enfermedad (p=0,00226). En el
grupo de pacientes que fueron MDR-1 negati-
vo, 9 pacientes viven sin enfermedad vy sola-
mente uno murio con enfermedad (p<0,05)
(Tabla 11). En el grupo de los pacientes muertos
con la enfermedad se observé diferencias esta-
disticamente significativas entre los pacientes
positives para MDR-1 (18/19) y negativos para
¢l marcador biolégico (1/19) (p<0.0001).

Tabla 11
Expresion del Gen MDR1 y la Evolucion Clinica de los Pacientes con Cincer de Mama

Evolucion Clinica del Paciente

ixpresion del Gen MDR | Test de Fi
Expresion del Gen VSE MCE est de Fisher
MDRI + 8 18 P=0,00226
MDR] - 9 I P<0,05

VSE: Vivo sin Enfermedad — MCE: Muerto con Enfermedad
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3.18.- Expresign del gen MDR-1 y su fermedad (S5LE) significativamente menor a la
relacidn con la sobrevida de los pacientes con del grupo de las pacientes con tumores MDR-1
cdncer de mama negativos (p=0,0363). El analisis del riesgo

En el grifico N°. 9A se observa que las pa- relativo indicé que las pacientes MDR-1 posi-
cientes con tumores MDR-1 positivos presen- HEES e S TE i R SBedR. T 500 weECky
lan una probabilidad de sobrevida libre de en- mayor que las pacientes MDR-1 negativas.

Grifico9 A
Sobrevida Libre de Enfermednd y su Asociacitin con la Expresion del Gen MDR-1 en
Pacientes con Clnecer de Mama
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La grdfica N°. 9B muestra que la sobrevida Las pacientes MDR-1 positivas tiene un riesgo
global (SG) de las pacientes MDR-1 negativo, relativo de morir de 4.3 veces con respecto a
es significativamente mayor con respecto a las las pacientes con el marcador negativo,
pacientes con el marcador positivo (p=0,0109).
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Grifico9 B
Sobrevida Global y su Asociacién con la Expresidn del Gen MDR-1 en Pacientes con
Ciincer de Mama
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3.19.- Expresion del oncogen myb y su medad (SLE) similar a la del grupo de las pa-
asociacion con la sobrevida de las pacientes cientes con lumores myb negativos (p=0.327).

con cdneer de mama La grifica N°. 10B muestra que la sobrevida

En el grifico N® 10A se observa que las pa- gluba! (5G) de 1‘15 pacientes con tumores m:yh
cientes con tumores myb positivos presentan negalivos y posilivos no presentan diferencias
una probabilidad de sobrevida libre de enfer- significativas (p=0,190).

Grifico 10 A
Sobrevida Libre de Enfermedad y su Asocineion con In Expresion del Oncogen MY B
en Pacientes con Cincer de Mama

1.1+
1.0
0.9
0.8
0.74
0.6+
0.5+
0.4
0.3
0.2
0.1 —— MYB-

ﬂ_n T T L] 1
0 10 20 30 40

Tiempo en meses

I

Probabilidad

— MYB+




178 Revista Venezolana de Oncologia - Octubre - Diciembre. 1998

Vaol. 10

Grafico 10 B
Sobrevida Global y su Asociacion con In Expresion del Oncogen MYB en Pacientes
con Cancer de Mama
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El andlisis de la sobrevida libre de enferme-
dad y de |a sobrevida global en pacientes que
presentaron el myb+ y myb- fue similar; sin
embarco cabe destacar que de 16 pacientes que
presentaron ambos marcadores positivo (myb+
¥y e=-myc+) nueve murieron con enfermedad, 3
viven con enfermedad y solamente cuatro vi-
ven sin enfermedad.

3.20.- Expresion del oncogen c-myc y su
asociacion con la sebrevida de las pacientes
con cancer de mama

En el grifico N® 11A se observa que las pa-
cientes con tumores c-myc positivos presentan

una probabilidad de sobrevida libre de enfer-
medad (SLE) similar a la del grupo de las pa-
cientes con tumores myc negativos (p=0,548),
El riesgo relativo de recaer en las pacientes con
tumores c-myc positivo es 1,2 veces mayor que
las pacientes con tumor c-mye negativo

La grafica N° 11B muestra que la sobrevida
global (SG) de las pacientes con tumores c-
myc negativos y positives no presentan dife-
rencias significativas (p=0,652).El riesgo rela-
tivo de morir en las pacientes con tumor positi-
vo para c-myc es 1,2 veces mayor que las pa-
cientes con tumor c-myc negativo,
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L.21.- Frecnencia de los marcadores MDR-
I, P33 y erbB-2 en timores de mama guiente:  P53/MDR-1  positivos  (20,58%),

En 68 tumores analizados por inmunocito-
quimica s¢ observo que existen pacientes que
presentan un solo marcador: 10.29% de pa-
cientes P33 positivos, 8.82% MDR-1 positivos
v 7.353% erbB-2 positivos: en el grupo de pa-
cientes con dos marcadores se observo lo si

P53/erbB-2 positivos (5,88%), erbB-2/MDR-1
positivos (4,41%): el 20,58% de los pacientes
presentaron  los Itres marcadores positivos
mientras que el 22.06% de las pacientes pre-
Sentaron wmores negalivos para estos marca-
dores (Grifico N”. 12).
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Grifico 12
Frecugnein de los Mareadores MDRI, PS3 y erbB-2 en Tumores de Mama
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En la Foto A se observa el marcaje intenso El marcaje de la P53 mutada es completa-
en la membrana plasmatica en forma de mosai- mente diferente al del marcador erbB-2. Se
co. correspondiente a la interaccion del anti- presenta un intenso marcaje nuclear y com-
ctierpo anti erbB-2 con su antigeno correspon- prende un gran namero de células en el drea del
diente. tumor de mama analizado (Foto B)
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Foto B

Inmunocitoquimica P53 mutada

3.22.- Expresion del oncogen erbB-2 y su
usociacion con fa sobrevida de las pacientes
cot cineer de mana

En el grafico N° 13A, se observa que las
pacientes con tumores erbB-2 positivos pre-
sentan una probabilidad de sobrevida libre de
enfermedad (SLE) similar o la del grupo de las
pacientes eon tumores erbB-2  negativos
(p=t.830),

La grialica N° 13B,muestra que la sobrevida
global (5G) de las pacientes con tumores erbB-
2 negalivos vy posilivos ne presentan dileren-
cias significativas (p=0.350).El riesgo relativo
de morir en las poeientes con tumor positivo
parn erbB-2 es 1.5 veces mayor que las pa-
cientes con wumor erbB-2 negativo.
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Grifico 13 A
Sobrevida Libre de Enfermedad y su Asociacién con la Expresion del Oncogen erbB-2
en Pacientes con Cancer de Mama
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Griffico 13 B
Sobrevida Global y su Asociacion con Ia Expresidn del Oncogen erbB-2 en Pacientes
con Cincer de Mama
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Se ha podido demostrar que la extension de
metistasis a nodulos linfiticos, tamafio del
tumor, estadio clinico, grado histoldgico y el
estatus del receptor hormonal son indicadores
progndstico importantes en cincer de mama.

L.a oncoproteina c-erbB-2 es un receptor del
factor de crecimiento transmembrana con acti-
vidad lirosina quinasa, con un peso molecular
de 185 kDa. La sobrexpresion de este oncogen
se ha demostrado que ¢s un factor de mal pro-
nostico en pacientes con cancer de mama. Ge-
neralmente su evaluacion se realiza por meéto-
dos de inmunocitoquimica: empleando esta
metodologin existen repories con resultados
variables debido a la ausencia de métodos es-
tandarizados con respecio a la [jjacion y pre-
servacion de las muestras, técnicas de tincion y
criterios de diagnostico.

Estos resultados concuerdan con los repor-
tados por Hirotaka y col. (1997), donde al
evaluar la expresion de erbB-2 por inmunohis-
toquimica y por EIA no se observo asociacion
entre la sobrevida libre de enfermedad y erbB-
2 como factor pronéstico. En cdncer de mama
ha habido dificultad en determinar el valor

prondstico de erbB-2 ya que probablemente se
debieran establecer criterio  unificados en
cuanto a factor como extension de metdstasis a
nédulos linfaticos y grado histoldgico, es decir
pacientes con estadio clinico y patologico
idéntico,

3.23.- Relacion de la P53 mutada y la
sobrevida de las pacientes con cdncer de
mama

En el grafico N° 14A se observa que las pa-
cientes con tumores P33 positives presentan
una probabilidad de sobrevida libre de enfer-
medad similar a la del grupo de las pacientes
con tumores P53 negativos (p=0.531). El riesgo
relativo de recaida es de 1,2 veces mayor en las
pacientes con tumores P33 positiva que las
pacienies con tumores P53 negativo.

La grafica N° 14B muestra que la sobrevida
global de las pacientes P53 negativa es signifi-
cativamente mayor con respecto a las pacientes
con ¢l marcador positivo (p=0,0029). Las pa-
cientes con tumores P53 positivo ticnen un
riesgo relativo de morir de 3,1 veces con res-
pecto a las pacientes con ¢l marcador negativo.

Grifico 14 A
Sobrevida Libre de Enfermedad y su Asociacion con el Gen P53 Mutado en Pacientes
con Céancer de Mama
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Grifico 14B
Sobrevida Global y su Asociacion con ¢l Gen P53 Mutado en Pacientes con Cancer de
Mamn
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Las células del tumor que han perdido la
funcion normal de la P53 tienen una ventaja
selectiva en el crecimiente y son mas resisten-
tes a las radiaciones ionizantes y a algunas dro-
gas anlicancerosas, las células con la P53 mu-
tada se esperaria que fueran clinicamente mas
agresivas.

Las pacientes con tumores que presentan la
P53 mutada se benefician menos de los regi-
menes de quimioterapia en comparacién con
las pacientes que presentan la P53 normal. Los
resultados indican que exisle una asociacion
con un pobre prondstico en las pacientes con
tumores que presentan P33 mutada, probable-
mente debido a la aumentada eapacidad proli-
ferativa de las células tumorales con P53 muta-
da 0 a la gran resistencia que presentan estas
células wumorales cuyo crecimiento deberia ser
inhibido por una variedad de agente quimiote-
rapeuticos.

Kovach y col. (1997) reportaron que de 32
pacientes que fueron P33+, 13 recayeron y 10
murieron en un periodo de seguimiento de 24
meses: de 58 pacientes sin P53 mutada solo 7
recayeron y 2 murieron. Concluyendo que la

mutacidn esta fuertemente asociada con recaida
temprana (p=0.0008) v con la muerte (p<
0.0001).

En la poblacion analizada en el presente es-
tudio, se observé que de 26 pacientes con lu-
mores con P53 mutada, 18 de las pacientes
recayeron ¥ murieron (p=0.01148). En el grupo
de 15 pacientes con tumores P53-, se determind
que 4 de las pacientes murieron con la enfer-
medad ¥ 11 pacientes viven sin enfermedad
durante los meses de seguimiento,

3.25.- Relacion de la P53 mutada/MDR-1
positivo y la sobrevida de las pacientes con
ciancer de mama

En el grifico N%. 15 se observa que las pa-
cientes con tumores PS3/MDR-1 positivos pre-
sentan una sobrevida global significativamente
menor con respecto a las pacientes con ambos
marcadores biologicos negativos (p=0.0117).
Las pacientes con tumores P33/MDR-1 positi-
vo presentan un riesgo relativo de morir de 5,3
veces con respecto a las  pacientes  con
P33/MDR-1 nepativos.
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Grifico 15
Sobrevida Global y su Asociacidn con In Expresidn del Gen MDR-1 y P53
Mutade en Pacientes con Cancer de Mama
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Recientemente se ha reportado que la expre-
sion de la P-glicoproteina producto del gen
MDR-1 y la P33 mutada cstén asociadas con
un pobre prondstico en cancer de mama. La
expresion de la P-gp con reactividad cruzada
para varias drogas anticancerosas y las eviden-
cias que la P53 mutada s¢ encuentran involu-
cradas en resistencia a drogas sugieren gque
ambos marcadores tienen una relevancia en el
seguimiento de pacientes con cincer de mama.
Se han reportado experimentos in vitro que
muestran que la P53 mutada puede activar el
promotor del gen MDR-1.(Linn y col, 1996).

Linn v col, (1996), utilizaron la inmunohis-
toquimica para investigar la coexpresion de la
Pap v la acumulacion de la P53 nuclear en pa-
cientes con quimiolerapia neoadvuvante con
Doxorubicina v Ciclofosfamida, observando
que la expresion de la P-gp vy la acumulacion
nuclear de la P-53 a menudo ocurre en forma
concomitante en la mismas células tumorales.
Esta co-expresion fue mas frecuentes en los
cinceres de mama localmente avanzados, los

cuales son carcinoma que se conoce que tienen
pobre prondstico.

En este estudio las pacientes con coexpre-
sion de P53 y P-gp presentaron un factor pro-
nostico pobre y una sobrevida global mas corta.

POSIBLE APLICABILIDAD Y USO DE
LOS RESULTADOS

Este tipo de investigacién permitird en un
futuro cercano, determinar eficazmente la apli-
cacidn de esquemas terapéuticos mds raciona-
les, adecuados a la variabilidad que se puede
presentar ¢n la respuesta del tumor al trata-
miento, Este planteamiento es factible si se
mantiene una estrecha vigilancia del surgui-
miento del fenotipo MDR-1, principalmente en
los esquemas que utilizan agentes relacionados
con la P-gp170.

Actualmente ya existen protocolos con dro-
gas que revierten el efecto MDR-1 6 lo inhiben
como el caso del Tamoxifen. Esta nuevas dro-
gas abren un camino hacia la quimioterapeutica
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con una definicion previa de combinado tera-
péutico que debe ser suministrado al paciente.

En el presente estudio se observd que un
marcador inportante a ser analizado en cancer
de mama es la P53 mutada, ya que se observa
diferencias significativas en la sobrevida libre
de enfermedad en los pacientes con P33 muta-
da positiva y P33 negativa, igualmente este
parametro se modifica atn mas cuando se ana-
liza en conjunto la P53 mutada positiva y la
sobrexpresion del gen MDR-1 Debido a que la
glicoproteina-P juega un papel importante en la
mulliresistencia a drogas, el nivel de expresion
de la misma, ha sido tomado como un faclor
prondstico de importancia para la respuesia
quimioterapedtica, la sobrevida libre de la en-
fermedad y sobre todo sobrevivencia como tal
(Bartlett. N. y col., 1994),

Por consiguiente, ¢s evidente que es necesa-
rio instrumentar metodologias adecuadas para
el andlisis del fenotipo MDR, debido a su fre-
cuente aparicion en este tipo de umores. Por
ofra parte, la hibridacién molecular. permite
determinar los niveles de expresion del ARNm,
encontrandose que aquellos tumores que pre-
sentan elevados niveles de expresion del mis-
mo, generalmente son resistentes a los qui-
mioterapetticos, lo cual puede ser a su vez
corroborado con pruebas de RT- RCP ¢ inmu-
nocitoquimica, tal como ya ha sido demosira-
do.

Aunque eventualmente la determinacion de
la quimioresistencia en pacientes bajo trata-
micnto quimioterapedtico no se realiza fre-
cuentemente en los protocolos con drogas anti-
neopldsicas, es necesario el uso de las meto-
dologias adecuadas para el andlisis temprano
del fenotipo MDR, debido a su usual aparicion
en diferentes tumores provenientes de pacien-
tes que han recibido quimioterapia. Este tipo de
estudios permitirdn establecer las bases para el
suministro mas racional de las drogas y uso de
los moduladores adecuados. Dichos esfuerzos
seran dirigidos al mejoramiento de la condicion
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clinica de los pacientes vy una probable dismi-
nucion del impacto econdmico que Se presenta
debido al elevado costo de las distintas drogas
quimioterapetticas.

Algunas estrategias pueden ser incorporadas
para aplicar la informacion acerca de la expre-
sion del gen MDR-1 en estudios clinicos. para
determinar si los niveles de ARN MDR-1 son
proandsticos para la respuesta del tumor a la
quimioterapis, muestras pre- y post-tratamiento
del mismo paciente pueden ser evaluadas y
correlacionar la respuesta clinica. Una vez es-
tablecida la correlacion, la informacion del
nivel de expresion puede ser usada en la selec-
cion del agente quimioterapetitico. Si el nivel
del ARNm MDR-1 es bajo. se pueden elegir
drogas afectadas por el fenotipo MDR y mo-
nitorear la expresion del gen MDR-1 durante el
tratamiento para determinar el posible desammo-
llo de multiresistencia, lo cual puede sugerir la
eliminacion de las drogas MDR y usar agentes
alternativos a los cuales la P-gp no confiere
resistencia, Si los niveles de ARN MDR-1 son
altos se pudieran eliminar estos agentes del
régimen de tratamiento inicial (Goldstein. L. y
col., 1991,

Es importante fomar en cuenta gque olros
factores tales como pobre vascularizacion del
tumor, un pH desfavorable, baja tasa de creci-
miento, y alta presion intersticial intratumoral,
pueden jugar un papel impertante en la deter-
minacion de un pobre prondstico del tmor a la
quimioterapia en general (Linn. S. y col.
1994).

El “refinamiento”™ de estas técnicas puede
hacer posible, estudiar la localizacion celular 'y
cuantificacion de la expresion ceiular del pro-
ducto del gen MDR-1 y de otros agentes rela-
cionados a la resistencia, en células individua-
les v en tumores; lo cual ofreceria la oportuni-
dad de estudiar la heterogeneidad dentro del
tumor. En términos de estudios clinicos merece
tomar en cuerila la coexistencia de otros meca-
nismos de resistencia, debido a que cada uno
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de ellos puede ofrecer oportunidades separadas

para la modulacion de la resistencia a drogas,
por ello es crucial que se produzea una estrecha
colaboracion entre investigadores v clinicos
(D Vries y Pinedo, 1991).
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