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PERSPECTIVAS ACTUALES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA A LA URO-ONCOLOGIA
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BASES MOLECULARES DE LA RESISTENCIA A CISPLATINO EN CANCER DE

TESTICULO

Josep Ramon Germcrlluch y Josep Maria Pivlats.

Instituto Catalén de Oncologia de Hospitalet. IDIBELL. Hospitalet. Barcelona. Espana.

Resumen.- £/ cisplatino ha sido, desde su infroduc-
cién hace algo més de 30 arios, la piedra angular
del fratamiento de los tumores germinales testiculares y
parte fundamental en los esquemas administrados en
miltiples tumores de origen ovdrico, pulmén, cabeza
y cuello, vejiga, entre ofros. Algunos tumores presentan
resistencia primaria a este fdrmaco, ofros la desarrolla-
rén a pesar de una buena respuesta inicial. En el caso
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de los tumores germinales testiculares la gran mayoria
son exquisitamente sensibles a esta droga pero hasta
un 20% de los pacientes con enfermedad mefastdsica
presentardn resistencia, la mayor parte secundaria fras
una muy buena respuesta inicial. El cisplatino actia
uniéndose al ADN para asi activar los mecanismos de
reconocimiento de dafio genético y activar apoplosis
por la via mitocondrial. Los mecanismos de resistencia a
cisplatino han sido clasificados en (1) mecanismos que
suceden antes de la unién al ADN, y (2] una vez se ha
unido al ADN. la mayoria de los avances en el descu-
brimiento de los mismos han utilizado como modelos
ofras neoplasias, mayoritariamente fumores de ovario y
pulmén. En esta revision describiremos los mecanismos
bioldgicos que hay detrés de la resistencia al cisplatino
desde la perspectiva global pero intentdndonos centrar
en los tumores germinales testiculares.

Palabras clave: Tumores germinales. Céancer
de festiculo. Cisplatino. Tratamiento. Resistencia.
Biologia molecular.

Summary.- Cisplafin has been the comerstone of
germ cell testicular tumors therapy since its infroduction
more fan 30 years ago, and a basic part of the sche-
mes given to multiple ovarian, lung, head and neck,
and bladder tumors among others. Some tumors pre-
sent primary resistance fo this drug, others will develop
it despite good initial response. In the case of festicular
germ cell tumors most of them are very sensitive fo this
drug but up to 20% of patients with mefastatic disease
will present resistance, most of them secondary affer a
very good initial response. Cisplatin acts by binding fo
DNA to activate genetic damage recognition mechanis-
ms and apoptosis through the mitochondrial pathway.
Resistance mechanisms fo cisplatin have been classified
in those that happen (1) before its binding to DNA and
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(2) once it binds to DNA. Most advances in their dis-
covery have used other neoplasias as models, mainly
ovarian and lung tumors. In this review we will describe
the biological mechanisms behind resistance fo cisplatin
from the global perspective but trying to focus in festicu-
lar germ cell tumors.

Keywords: Germ Cell Tumors. Testicular Cancer.
Cisplatin. Treatment. Resistance. Molecular biology.

INTRODUCCION

Los tumores de células germinales (TCG)
son un grupo heterogéneo de neoplasias que suelen
aparecer en las génadas masculinas pero también
en las femeninas, asi como a lo largo de toda la
linea media del organismo como el mediastino, retro-
peritoneo o la gléndula pineal (1). Esta distribucién
anatémica probablemente correlaciona con la ruta
de migracién de las células germinales primordiales
durante la embriogénesis (2). Los tumores germinales
podemos clasificarlos en 5 entidades con diferente
epidemiologia, curso clinico, anatomia patolégica y
genética (Tabla ).

El grupo de los tumores de células germi-
nales de testiculo (TCGT) constituyen tres de estas 5
entidades: los teratomas y tumores del seno endodér-
mico de los recién nacidos y nifios; los tumores tipo
seminoma y no seminoma (NSE) de los adolescentes
y adultos j6venes; y por ultimo el seminoma esper-
matocitico (1). Esta distincién ha sido aceptada en

el 2004 por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (3).

Los TCGT tipo | o teratomas y tumores del
seno endodérmico (TSE) son tumores que pueden
aparecer fanto en las génadas masculinas como en
los ovarios a la vez que en ofras dreas a lo largo
de la linea media, como el drea sacrococcigea. La
incidencia es baja de 0.12 por 100,000 personas
(4). La forma més frecuente de presentacion es el
teratoma sacro, siendo este el tumor sélido més fre-
cuente del recién nacido. Suelen ser tumores con un
comportamiento benigno pero pueden recidivar si la
resecciéon quirlrgica no es completa y progresar a
tumores del seno endodérmico, que si tiene la cao-
pacidad de metastatizar y han de ser abordados de
manera mds agresiva con esquemas de tratamiento
que incluyan la quimioterapia (5). Los TCGT tipo 3 o
seminomas espermatociticos son tumores que apare-
cen en el testiculo a edades superiores a los 50 afios.
Su incidencia es también baja de 0.20 por 100,000

personas (6,7). Es una enfermedad exclusivamente
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testicular y puede ser bilateral hasta en un 5% de los
casos. El comportamiento clinico es el de un tumor
benigno que se cura con la extirpacién del testiculo,
la orquiectomia.

El TCGT tipo 2 o seminomas/no seminomas
(NSE) del adolescente o adulto joven es la neoplasia
més frecuente de los tres TCGT y el tumor maligno
més frecuente entre los 15 a 34 afios de edad (8,9).
De los 3 TCGT es el Gnico que no dispone de un
modelo preclinico adecuado para su estudio, proba-
blemente esto se debe a la falta de conocimiento de
las alteraciones genéticas que predisponen para esta
enfermedad. En nuestro laboratorio hemos desarro-
llado en los Gltimos afos, el Gnico modelo disponible
en la actualidad de implantacién ortotépica de TCGT
tipo 2 que estamos utilizando para el estudio de la
biologia de estos tumores, conocimiento de mecanis-
mos de resistencia a drogas e intentar descubrir nue-
vas dianas terapéuticas para el tratamiento de estos
tumores (10,11). El foco de esta revision se centra en
el estudio de mecanismos de resistencia a cisplatino
(CDDP), la droga més importante en el tratamiento
de este tumor. A partir de ahora nos centraremos ex-
clusivamente en los tumores de tipo 2 o seminomas/
NSE de adolescentes y adultos jovenes.

La historia del CDDP comenzé de forma acci-
dental hace 40 afios en el laboratorio del fisico Bar-
nett Rosenberg en la universidad estatal de Michigan.
Rosenberg estaba interesado en aplicar radiacién
electromagnética a bacterias y células eucariotas
para investigar el efecto del campo eléctrico y mag-
nético bipolar en la divisién celular. Cuando aplica-
ba corriente en los experimentos con Escherichia coli
observé que la apariencia de las bacterias cambiaba
y este efecto no era debido al campo eléctrico sino al
uso de electrodos hechos con platino, material con-
siderado inerte en ese momento. El andlisis quimico
del medio identificé dos complejos activos como los
causantes de este efecto biolégico, el cisdiammine
tetracloroplatino(IV) y el cisisomero [PHI(NH3)2Clz].
Este segundo complejo es el que acabo modifican-
dose para dar el CDDP. Las formas isoméricas trans
resultaron ser mucho menos efectivas. Estos hallazgos
fueron publicados en 1965 (12). Durante 1968 el
CDDP fue administrado de forma intraperitoneal a
ratones portadores de células de sarcoma-180 a do-
sis de 8 mg/kg demostrando su actividad antitumoral
al causar una importante regresién de los tumores
en este modelo (13). En 1971 se tratd por primera
vez un paciente con CDDP dentro de ensayo clini-
co y los resultados del fase | publicados en 1975
fueron espectaculares con 3 remisiones completas y
tres remisiones parciales en 11 pacientes politrata-
dos previamente. La aprobacién por la US Food and

Drug Administration (FDA) se produjo en 1978 para
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el tratamiento de neoplasias testiculares y de vejiga
urinaria (14).

Desde entonces el CDDP se ha convertido
en uno de los agentes quimioterapéuticos mds pres-
critos y mds importantes para el tratamiento de los
tumores sélidos. Se han seguido investigando y de-
sarrollando nuevos compuestos, por un lado con el
objetivo de disminuir su toxicidad renal, como el
CBDCA, y por ofro intentando aumentar su biodis-
tribucién oral como se consigue con el satraplatino
(14). Una segunda via de investigacién es entender
los mecanismos por los que la enfermedad se hace
resistente a este farmaco. Esta resistencia se puede
adquirir en el curso del tratamiento, como sucede en
los tumores de ovario o los TCG, o presentarse de
forma intrinseca desde el inicio del tratamiento, como
sucede en el cancer colorectal, préstata, pulmén o
mama (14). Con los tratamientos disponibles en la
actualidad, del global de pacientes con TCGT y afec-
taciéon metastdsica conseguiremos curaciones en un
70-80% con poliquimioterapia basada en CDDP. A
pesar de esto hasta un 20% de los pacientes diagnos-
ticados con enfermedad diseminada no conseguirén
remisiones duraderas y falleceran por su enfermedad

(9,15,16).

MECANISMO DE ACCION DEL CISPLATINO

El principal mecanismo de accién del CDDP
y CBDCA es que tras ser activado al llegar al com-
partimento intracelular por hidratacién de uno de las
dos moléculas de cloro, ésta se une de manera co-
valente al ADN generando complejos ADN-proteina
y ADN-ADN, ya sea en la misma cadena o entre
cadenas distintas de material genético. Esto activa
inmediatamente varias rutas de sefalizacién intrace-
lular con el objetivo de reconocer el dafio en el DNA,
reparar el dafio causado mediante la detencién del
ciclo celular o iniciar programas de apoptosis por
la via mitocondrial. Las lesiones en el ADN induci-
das por platino generan distorsiones, que pueden
ser reconocidas por miltiples mecanismos de repara-
cién. Entre todos ellos, el “nucleotide excision repair”
(NER) parece ser el més activo a la hora de eliminar
CDDP del ADN. En esta fase es importante el papel
de p53 que, tras el reconocimiento del dafio, actia
parando el ciclo celular en G1/S via transactivacion
de p21 dando tiempo al DNA a repararse si el dafio
no es importante, y si esto no es posible induciendo
apoptosis mediada por Bax (14,17).

Como ya hemos comentado, CDDP también
se une a proteinas. Los mecanismos de citotoxicidad
mediados por esta accién no han sido estudiados en
profundidad pero pueden ser importantes si tenemos
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en cuenta que Unicamente el 1% del CDDP intrace-
lular se une al ADN nuclear y que CDDP ha demos-
trado tener efectos citotdxicos en modelos de células
enucleadas (citoplastos) (18).

Quimiosensibilidad de los TCGT a cisplatino

Los TCGT son un excelente modelo para la
identificacién de mecanismos moleculares asociados
a la resistencia a farmacos. Mientras los seminomas
son altamente sensibles tanto a la radioterapia como
a la quimioterapia, los tumores NSE son capaces de
reparar las roturas de doble cadena inducidas por la
radiacién y por lo tanto son menos sensibles a esta.
A excepcidn de los teratomas, los tumores NSE son
altamente sensibles a la quimioterapia. Esto puede
explicarse por las caracteristicas de las células de las
que se originan, las células madre embrionarias. Es-
tas células entran en apoptosis ante el minimo dafio
irreparable en el DNA (19). Las células germinales
comparten esta propiedad con el objetivo de minimi-
zar el paso de mutaciones a la siguiente generacién.
La pérdida de estas caracteristicas embrionarias pue-
de estar detrds del desarrollo de resistencia a trata-

mientos que dafien el DNA (1,20).

Varios estudios han demostrado que las célu-
las derivadas de TCGT tienen niveles bajos de miem-
bros del NER, en particular xeroderma pigmentosum
complementation A (XPA) (19). Esto se ha confirmado
en ofro estudio a la vez que también demuestra nive-
les bajos de otros dos miembros del NER, el XPFy el
ERCC1 en comparacién con lineas celulares preve-
nientes de otros tipos de tumores (21,22). Todos estos
estudios revelan que los TCGT presentan una baja
capacidad de reparacién del DNA y por lo tanto,
tras lesionar el DNA con CDDP, prima la apoptosis
a la detencién del ciclo celular para intentar la repa-
racién del dafio. Es conocido que los TCG expresan
p53 wild-type aunque algunos estudios indican que
esta no es funcional o sélo de forma parcial. Han sido
descritos microRNAs que se sobreexpresan en TCG y
no en testiculo normal y que actuarian impidiendo la
inhibicién que p53 ejerce sobre la CDK2 probable-
mente via inhibicién directa de la proteina LATS2 que
es un conocido inhibidor de CDKD2 (23). Reciente-
mente un grupo alemén ha demostrado in vitro que
la expresion de p53 hipersensible al dafio genético
es un mecanismo predominante en la respuesta de
TCGT a CDDP. En este estudio se demuestra que el
silenciamiento de p53 mediante RNA de interferen-
cia es suficiente para generar células resistentes a
CDDP, a la vez que a otros agentes terapéuticos no
genotdxicos como antagonistas de Mdm2 o inhibi-
dores del proteosoma (24). Oftros estudios sugieren
mecanismos relacionados con la proteina especifica

de testiculo high mobility group box (HMG-domain),
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FAS-ligand o con niveles de serine/arginine-rich pro-
tein-specific kinase (SRPK1) (21,25,26). En resumen,
las bases moleculares de la exquisita y Gnica respues-
ta al tratamiento que presentan los TCG todavia no
estdn del todo aclarados, pero parecen estar relacio-
nados con las caracteristicas intrinsecas de las célu-
las de origen, las CGP/gonocitos.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A CISPLATINO

A pesar de los prometedores resultados ob-
tenidos inicialmente con CDDP y posteriormente con
CBDCA, pronto la atencién se centro en determinar
cémo la enfermedad adquiria mecanismos de resis-
tencia y por qué algunos tumores lo eran desde el
inicio. Los primeros estudios in vitro demostraron que

la resistencia podia ser mediada por dos mecanis-
mos: (I) un fallo en conseguir niveles intracelulares
suficientes del farmaco para ejercer su accién en el
DNA,; (ll) un fallo en iniciar el proceso de apoptosis
una vez el medicamento ha ejercido su accién crean-
do los puentes en el DNA. La resistencia a CDDP en
muchas células tumorales demuestra tener patrones
muy diferentes y mixtos que combinan alteraciones
en varios mecanismos relacionados con la capto-
cién del CDDP, mecanismos de reconocimiento del
dafio, reparacién del DNA y apoptosis. La mayoria
de modelos utilizados para analizar los mecanismos
de resistencia a platino han utilizado otros modelos
tumorales diferentes a los TCGT, por lo que a conti-
nuacién describiremos estos mecanismos en general
y a continuacién la evidencia disponible en la litera-
tura en TCGT.
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Figura 1. Representacion de los mecanismos de resistencia a CDDP y CBDCA que impiden conseguir una correcta
concentracion en citoplasma para que llegue a unirse al DNA. (1) EIl CDDP utiliza mecanismos de fransporte activo
para entrar en la célula aun que en menor cantidad lo puede hacer por difusién pasiva (linea discontinual. (2) Una
vez dentro de la célula el CDDP es activado mediante la hidratacion de una de las dos moléculas de cloro. Me-
canismos de defoxificacién celular como transportadores activos (ATP/7A; ATP7B), glutation y MRP2, o conjugacién
con metalotioneinas, pueden impedir al CDDP su objetivo de llegar al nucleo (3).



BASES MOLECULARES DE LA RESISTENCIA A CISPIATINO EN CANCER DE TESTICULO

Mecanismos de resistencia antes de la unién al DNA

Una observaciéon comin y repetidamente re-
portada a lo largo de los afios es que en muchas
células tumorales con resistencia adquirida a CDDP
existe una reduccién en la acumulacién del farmaco
en comparacién con la célula de origen (27). Hasta
hace pocos afios el mecanismo molecular complejo
por el cual el CDDP entraba en las células estaba
muy poco definido. EI CDDP es una molécula muy
polar y entra en las células muy lentamente en com-
paracién con ofros agentes para tratar el cancer. La
captacién celular pasiva del CDDP se encuentra in-
fluida por factores como la concentracién de sodio
y potasio, pH o la presencia de agentes reductores.
Recientemente ha entrado en juego el descubrimien-
to de que el CDDP utiliza transportadores de mem-
brana y este mecanismo de difusién celular activa
podria ser més importante que la via pasiva, a la
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vez que también jugaria un papel més importante
en los mecanismos de resistencia (28). En los dltimo
afios el transportador responsable de la homeostasis
del cobre copper transporter-1 (CTR1) ha demostrado
tener un rol sustancial en la entrada de CDDP en la
célula (29,30). En experimentos iniciales utilizando
fibroblastos embrionarios de ratén Cir17, éstos fue-
ron expuestos a concentraciones importantes de 2nM
de CDDP y CBDCA. Estas células acumularon alrede-
dor de un 35% de la cantidad del farmaco respecto
al acumulado por las mismas células wild-fype, ade-
més la pérdida de CTR1 llevaba a un aumento de la
resistencia de 2 a 3 veces (31). Tanto el cobre como
el CDDP a concentraciones clinicamente relevantes
producen una rapida regulacién negativa de la ex-
presién del CTR1 en lineas celulares de ovario. Esto
ocurre via internalizacién del CTR1 de la membrana
plasmatica por macropinocitosis seguida de degrao-
dacién en el proteasoma (32). Los mecanismos de

Nucleo

Citoplasma

Pérdida de vias
apoptoticas

Figura 2. Una vez el CDDP se ha unido al DNA (1) la célula daiada aun puede recuperarse por varias vias. El
platino puede ser eliminado del DNA y recuperar el daiio causado; pero si esto no es posible la célula no tiene
por que morir ya que existen muchas maneras que hacen que esta sea mas folerante al agente foxico.
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resistencia a varias drogas (MDR) estdn modulados
por la expresién de bombas de membrana depen-
dientes de ATP como la glicoproteina-P. A diferencia
de otros productos en los que estas proteinas actian
reduciendo la penetracién celular, en los compuestos
derivados del platino reducen la concentracién intra-
celular (28). Existen trabajos que asocian resistencia
a CDDP con proteinas como MDR1 (ATP-binding-cas-
sette, ABCB1), multidrug resistance protein-1 (MRP1,
ABCC1), MRP2 (CMOAT, ABCC2), MRP3 (ABCC3) y
MRP5 (ABCCJ5). En los ltimos afios han tomado mas
protagonismo a este nivel bombas involucradas en
mecanismos de eliminacién del cobre, las ATPasas
ATP7A y ATP7B (33). Células de carcinoma de ovo-
rio transfectadas con ATP7A mostraron un pequefio
incremento en la expresion de ATP7A pero esto fue
suficiente para causar resistencia a CDDP y CBDCA
(34).

La evidencia en la literatura del papel de las
bombas de membrana en la resistencia a CDDP en
TCG es mas bien escasa. Un primer estudio demostré
que los TCG raramente expresan lung resistance pro-
tein (LRP), una de las pocas bombas de membrana
que pueden eliminar el CDDP (35). En un segundo
estudio que compara muestras de pacientes con en-
fermedad sensible y refractaria a CDDP la expresion
de MDR, MRP2 y LRP en una y otra cohorte fueron
demasiado bajas para sacar conclusiones (36).
Unicamente un estudio realizado por nuestro grupo
que compara muestras de pacientes sensibles y re-
fractarios encontré que la positividad para LRP se
asociaba con peor evolucién clinica, no asi MDR,
MRP1 ni BCRP (37). Un Gnico estudio utilizando culti-
vo celular con la linea GCT27 no demostré relacién
entre la sobreexpresion de los transportadores ABC
y la adquisicién de resistencia in vitro mientras que si
lo demostraban en una linea de cancer de ovario y
colorrectal (38). No se han reportado estudios toda-
via que correlacionen los mecanismos de transporte
(CTR1) y detoxificacién (ATP7A, ATP7B) del cobre en
TCG.

parte del papel que tienen las bombas de
membrana para internalizar o exportar los com-
puestos de platino, existe evidencia del papel de la
implicacién de niveles elevados citoplasmaticos de
moléculas que contienen grupos tiol, como causa de
resistencia a CDDP y CBDCA. Estas moléculas, como
el tripéptido glutatién o las metalotioneinas, son ricas
en aminodcidos que contienen azufre como la cistei-
na o la metionina y participan en los mecanismos de
detoxificacién ya que el platino se une con fuerte avi-
dez al azufre. En estudios preliminares in vitro con un
panel de 8 lineas derivadas de tumores de ovario se
observé una correlacién significativa entre sensibili-

dad a CDDP/CBDCA vy niveles celulares de glutation

(39). La unién del CDDP con el glutatién debe ser co-
talizada por la enzima glutatién-S+transferasa (GST)
que hace que la molécula, una vez conjugada, sea
més aniénica y por lo tanto mds susceptible de ser ex-
ternalizada de la célula por las bombas especificas
dependientes de ATP como las MRP1 o MPR2 (40).
Un estudio que utiliza dos lineas de tumor de ovario
provenientes de la misma paciente antes y después
del tratamiento, siendo la segunda resistente a plati-
no, demostré un incremento de la GST en las células
resistentes en casi tres veces (41). Hay también publi-
cados varios trabajos traslacionales con muestras de
biopsias de pacientes que demuestran un papel de la
via del glutation en resistencia adquirida o intrinseca
a CDDP asi como a otros agentes alquilantes (42). Se
ha correlacionado la perdida de actividad del CDDP
y un incremento en glutatién y/o metalotioneinas in
vitro en lineas celulares de TCG (43,44). Por otro
lado otros grupos han correlacionado este hecho de
forma inversa en lineas celulares y muestras clinicas
de pacientes con TCG. Recientemente se ha correla-
cionado polimorfismos funcionales de isoformas de
la enzima GST y toxicidad neurolégica inducida por
CDDP como polineuropatia, sindrome de Raynaud,

acifenos y sordera (45,46).

En resumen podemos decir que la mayoria
de TCG presenta una baja expresién de bombas de
membrana con afinidad para exportar el CDDP y
que presentan niveles bajos de actividad de la GST.
Todo esto contribuye a la quimiosensibilidad de esta
enfermedad pero probablemente no es un mecanis-
mo com(n en la adquisicién de resistencia aunque si
pueden contribuir en casos individuales de TCG.

Mecanismos de resistencia tras la unién al DNA

Una vez el platino se ha unido al DNA la
supervivencia celular, y por lo tanto la resistencia,
puede acaecer gracias a mecanismos de reparacién
del DNA que elimina estos puentes creados por el
farmaco, o por mecanismos de tolerancia. Se ha de-
mostrado en varias lineas celulares que las células
resistentes a platino presentan una capacidad su-
perior de reparacién del DNA si se comparan con
lineas celulares sensibles (47). De las 4 principales
vias de reparacién del DNA que son el “nucleotide-
excision repair” (NER), “base-excision repair” (BER),
“mismatch repair” (MMR) y “double-strand-breack
repair” (DSBR), es el NER el méas importante en eli-
minar las lesiones inducidas por CDDP del DNA. La
proteina més estudiada de este complejo es el exci-
sion repair cross-complementing-1 (ERCC1). ERCC1
forma un heterodimero con la proteina xeroderma
pigmentosum complementation group F (XPF) y actia
cortando una hebra de DNA en el extremo 5’ de la
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zona donde el platino se une al DNA. El papel de la
via del NER se ha estudiado in vitro. Lineas celulares
de cdncer de ovario resistentes a platino mostraron
niveles elevados de expresién tanto de ERCC1 como
XPF (48). Si se silenciaba ERCC1 mediante RNAs
de interferencia se conseguia restituir la sensibilidad
al farmaco (49). Ademds estudios clinicos con pa-
cientes afectas de cancer de ovario han demostrado
correlacionar niveles elevados de mRNA de ERCC1
con resistencia clinica a la quimioterapia (50). En
algunos casos se han asociado ciertos polimorfismos
del gen de ERCC1 con reduccién en la expresion
del gen y por lo tanto mayor respuesta a esquemas
de quimioterapia que incluyan platino (51). Esta
demostrado que el CDDP es eliminado de manera
lenta del DNA genémico en un panel de diferentes
lineas celulares procedentes de TCG lo que indica
una baja actividad del NER (52). En contra de esto
dos lineas celulares de TCG con resistencia adqui-
rida a CDDP presentaban la misma capacidad de
reparacién del DNA que sus precursoras sensibles
originales (53). La baja actividad biolégica del NER
demostrada en TCG ha sido atribuida a proteinas es-
pecificas testiculares de la familia de HMG-domain
y niveles bajos de XPA, ERCC1 o XPF (19,21,22).
La relevancia de XPA es la que ha levantado mas
atencién y existen argumentos a favor y en contra
en la bibliografia. Estudios realizados con las lineas
celulares 833K y GCT27 demostraron presentar ni-
veles bajos de XPA, a la vez que de ERCC1 y XPF. La
restauracion in vitro de XPA restauré la actividad del
NER, mientras que la restauracién de ERCC1 o XPF
tubo menor efecto (19). Recientemente este mismo
grupo ha usado la linea 833K como modelo y no ha
demostrado que el incremento de XPA se acompaie
de incremento en la resistencia a CDDP o radiacién
ultavioleta (54). En un estudio utilizando muestras
de pacientes se observé que la presencia de XPA
evaluada por inmunohistoquimica es diferente entre
subtipos histolégicos siendo mas homogénea y més
frecuente en histologias mas diferenciadas. Ademas
no se objetivaron diferencias entre muestras de tumo-
res refractarios o sensibles ni se encontraron ampli-
ficaciones del gen. Por otro lado si que se obijetivd
que todas las muestras provenientes de tumores en
recaida tras quimioterapia si tefiian para XPA pero
no se consiguié inducir su expresién en lineas celulo-
res tratadas con maltiples dosis sub-letales de CDDP
ni se consiguié correlacionar los niveles de proteina
con sensibilidad a CDDP en las células tratadas y
derivadas resistentes (55). Existen menos datos en la
literatura con ERCC1, todos reportados en congreso
en forma de comunicaciones y todavia no han sido
publicados, con resultados positivos al correlacionar
expresién con resistencia aunque tendremos que es-
perar a las publicaciones para conocer més detalles

(56,57).
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El incremento de la tolerancia al dafio indu-
cido por el platino puede darse por una pérdida de
funcién de la via del MMR. La pérdida de funcién
de esta via permite un nivel bajo de resistencia a
CDDP y CBDCA pero no a oxaliplatino (58). Durante
el MMR, el dafio inducido en el DNA por el platino es
reconocido por las MutS homologue protein (MSH)-2
(MSH2), MSH3 y MSHé (59). En principio las célu-
las que entran en procesos de reparacién deficientes
en varias ocasiones entran finalmente en apoptosis,
por este motivo la pérdida del MMR se traduce en
una reduccién de la apoptosis y en consecuencia re-
sistencia a la droga. Los TCG han demostrado ser
estables a nivel de microsatélites en varios estudios
que demuestran alrededor de un 6% de inestabilidad
en al menos 1 locus de 8 investigados. En contraste
con este dato 5 de 11 (45%) muestras de pacientes
con enfermedad refractaria mostraron inestabilidad
al menos en 2 locus lo que sugiere la hipétesis de
que el MMR esté implicado en el fallo para iniciar
la apoptosis y consiguiente resistencia al tratamien-
to (60). Un estudio posterior, realizado también con
un bajo nimero de casos, determiné un porcentaje
superior de inestabilidad del 31.4% pero no se con-
siguié correlacionar con ninguno de los pardmetros
clinicos evaluados como estadio tumoral, histologia
o resistencia a quimioterapia (61). El mismo grupo
que reporto los primeros resultados positivos han uti-
lizando un panel de 100 controles y 35 tumores re-
sistentes a CDDP. En este trabajo con mayor tamafio
muestral demuestran una mayor incidencia de MSI en
los tumores resistentes que en los controles que cuan-
tifican en un 26% versus 0% de MSI en 2 o més de
los locus analizados (62). El panel de microsatélites
utilizado es el mismo que en el anterior estudio que
consta de dos mononucledtidos (BAT25 y BAT26) y 6
dinucleétidos (D25123, D5S346, D175250, BAT40,
BATRIl y MSH6). También se hace por primera vez
referencia a la correlacién entre una mutacién en un
gen concretfo y resistencia en TCG. Se conoce que
las mutaciones en BRAF y KRAS son eventos raros en
los TCG habiéndose reportado en menos del 10%
de los tumores en series analizadas. En este trabajo
se confirma que las mutaciones de KRAS se dan en
una muy baja frecuencia (2%) pero se objetiva por
primera vez una proporcién elevada de mutaciones
en BRAF V60OE en tumores resistentes contra con-
troles que es de 26% versus 1% (p<0.0001) y esta
mutacién en BRAF presentaba una buena correlacién

con MSI (p=0.006).

Como ya hemos hecho mencién p53 wild-
type se expresa en TCG a niveles elevados y este
fenémeno se ha hipotetizado como una de las ro-
zones para explicar la quimiosensibilidad. El interés
de estudiar p53 en enfermos refractarios viene por
la evidencia de la adquisicion de mutaciones en su
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gen tras la exposicién in vitro en una linea de te-
ratocarcinoma (P19) (63). Dos estudios analizan el
estado de p53 en muestras de pacientes refractarios.
En un primer estudio se detectaron 4 mutaciones en
una cohorte de 28 pacientes, tres de ellos eran tera-
tomas maduros y el cuarto una histologia somética
derivada de la transformacién de un teratoma ma-
duro (64). El teratoma, como hablaremos a continua-
cién, es una histologia refractaria a quimioterapia y
la contribucién de p53 es dificil de estimar. En un
segundo estudio no se encontraron mutaciones en
18 casos de pacientes refractarios al igual que los
niveles de p53 fueron similares a los de un grupo de
pacientes con enfermedad sensible (65). Las discre-
pancias entre ambos estudios vienen dadas por las
diferencias importantes entre las dos poblaciones de
pacientes estudiadas y en conclusién podemos decir
que las mutaciones adquiridas en p53 por si solas no
parecen ser las responsables del fenotipo resistente.
Un estudio reciente ha objetivado que en lineas celu-
lares de TCGT resistentes a CDDP mantienen niveles
de p53 pero a diferencia de en lineas sensibles, esta
p53 se encuentra secuestrada formando un complejo
con Mdm2 cuando las células se exponen a altas do-
sis de CDDP. La inhibicién de la generacién de este
complejo mediante inhibidores de la Mdm2 como
Nutlin-3, o RNA de interferencia resulté en una hi-
peractivacién de p53 e induccién de apoptosis tanto
en células sensibles a CDDP como en las resistentes
(66). Futuros trabajos que demuestren el impacto de
estas observaciones en clinica estdn garantizados.

Mecanismos novedosos de tolerancia al
dafio se han relacionado con que ciertas clases de
DNA polimerasas como la betta y la eta pueden reali-
zar un by-pass sobre la lesién inducida por el platino
(67,68). Finalmente la tolerancia al platino y ofras
drogas puede deberse a un descenso en la expresion
o pérdida en vias de sefial apoptéticas, tanto en la
via mitocondrial como en la asociada al death-recep-
tor, como las mediadas por proteinas como p53, JNK
o miembros anti-apoptéticos o pro-apoptéticos de la
familia de Bcl-2 (69). Estos mecanismos de apoptosis
también son susceptibles de ser alterados y causar
resistencia. Este fenémeno puede ser debido a un in-
cremento de factores anti-apoptéticos como Bcl-2, o
defectos en proteinas efectoras de la apoptosis como
las caspasas (70). La resistencia a etopésido en [i-
neas celulares de TCG se ha atribuido a un aumento
de la ratio de la pro-apoptética Bax sobre Bcl-2 (71).
Esta correlacién no ha sido demostrada con CDDP en
4 lineas celulares diferentes provenientes de TCG72.
Dos estudios adicionales en tejido tumoral han con-
firmado una ratio elevada de Bax/Bcl-2 en los com-
ponentes invasivos pero no se objetivé correlacion
con la evolucién clinica ni con resistencia (36,73). El

producto del gen CDKN1 es p21, un potente inhibi-

dor de las kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y
por lo tanto un importante regulador del ciclo celular.
Un reciente estudio ha evidenciado que un factor de-
terminate en la resistencia a CDDP en TCGT es la pre-
sencia en el citoplasma de niveles elevados de p21.
Esto sucede mayoritariamente en el componente de
carcinoma embrionario y protegeria de la muerte
por apoptosis inducida por CDDP via inhibicién de
CDK2. La localizacién en el citoplasma parece ser
critica para evidenciar este efecto ya que la recolo-
cacién de p21 en el nicleo inducida tras bloquear
AKT eliminé el fenotipo resistente en lineas celulares

de TCGT (74).

El conocimiento que hemos adquirido de los
mecanismos de resistencia a platino provienen en la
mayoria de estudios in vitro realizados con lineas ce-
lulares bien caracterizadas. En estos estudios obser-
vamos que muchas veces no existe un Unico mecanis-
mo que explique por completo la resistencia. Se estdn
realizando estudios traslacionales y de validacién
de estos hallazgos pero todavia no pueden sacarse
muchas conclusiones por la poca reproducibilidad o
n0mero de casos analizados.

TERATOMA MADURO

El teratoma maduro es clinicamente resisten-
te a los efectos de la quimioterapia a pesar de que no
se han identificado diferencias genéticas entre este
y otros componentes histolégicos invasivos (70). Pa-
rece ser que el fenotipo resistente estd inducido por
cambios a nivel de expresién de diferentes genes que
se manifiestan en el curso de la pérdida de las carac-
teristicas embrionarias y la consolidacién de la dife-
renciacion somdtica que caracteriza a esta histolo-
gia. Se conoce que los teratomas maduros expresan
RB, p21 y p27; lo que indica que estas lesiones son
capaces de parar el ciclo celular en G1/S. No se ha
encontrado relacién entre el nimero de células posi-
tivas para p53 e indice apoptético aunque el estudio
se realizé en una serie corta de teratomas. También,
a diferencia de otros TCG invasivos, los teratomas
presentan una ratio baja Bax/Bcl-2 (36,75). Todos
estos hallazgos sugieren que los teratomas respon-
den al dafio con CDDP parando el ciclo celular en
G1/S en lugar de entrar en apoptosis mediada por
Bax, todo esto a consecuencia de la diferenciacién
somdtica que presenta esta histologia (1).

CONCLUSIONES

Los TCGT son un modelo fascinante y Gnico
para la investigacién de mecanismos de resistencia
a tratamientos debido a su elevada tasa de curacio-



nes. Entender los mecanismos que hay detras de su
sensibilidad asi como de la aparicién de resistencia
secundaria a CDDP, el agente quimioterdpico més
utilizado en la actualidad, deberia proporcionarnos
claves importantes de lo que podria estar pasando en
otras enfermedades neoplésicas y ayudarnos a gene-
rar estrategias para revertirla o evitar que esta apa-
rezca. No obstante, pocos trabajos se han centrado
en estas cuestiones y han utilizado los TCGT como
modelo. Como hemos descrito, existen miltiples me-
canismos mediante los cuales la célula tumoral puede
revertir los efectos del CDDP o incluso impedir que
este llegue a nivel del ADN en el nicleo. No hay una
dnica alteracién que pueda explicarlo todo, lo que
sugiere que moltiples mecanismos se puedan estar
dando al mismo tiempo en una misma célula tumoral.
Ello nos indica que la naturaleza de la resistencia a
CDDP parece ser de naturaleza multifactorial y los
esfuerzos para revertir esta resistencia se tendran
que centrar en bloquear més de un mecanismo de
resistencia a la vez. Se necesitan esfuerzos conjuntos
entre investigadores bdsicos, translacionales y espe-
cialistas médicos encargados de tratar esta patologia
para generar esta evidencia que nos permita no solo
estratificar mejor a nuestros pacientes, sino conseguir
incrementar la curacién en este grupo de mal pronos-
tico que son los TCG refractarios al CDDP.
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