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Resumen

El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal dirigido
contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano (Her2), el cual se encuentra sobreexpresado en
aproximadamente el 20% del cancer de mama invasivo.
El trastuzumab es un claro ejemplo de exitoso desarrollo
de terapia “blanco especifica” en oncologia y actualmente
se encuentra aprobado para su uso terapéutico en cancer
de mama Her2+ tanto en enfermedad avanzada como con
criterio adyuvante. Sin embargo, alrededor del 50% de las
pacientes con cancer de mama Her2+ no se benefician de
las terapias basadas en trastuzumab. El entendimiento de
los mecanismos de accién y de resistencia al trastuzumab
es crucial para el desarrollo de nuevas estrategias de trata-
miento. Los mecanismos de resistencia al trastuzumab se
pueden agrupar en 4 categorias principales: A. Obstaculos
para la unién del trastuzumab al dominio extracelular del
Her2. B. Activacion de las vias de traducciéon de senales rio
abajo del Her2. C. Activacién de vias alternativas del Her2.
D. Fallas del sistema inmunitario para destruir las células
tumorales. Esta revision resume las evidencias preclinicas
y clinicas acerca de los mecanismos de accién y resistencia
al trastuzumab y también discute el desarrollo de nuevas
drogas antiHer2 y sus posibles implicancias clinicas.

Palabras clave: trastuzumab, cdncer de mama, Her2,
mecanismo de accidn, resistencia, revision

Abstract

Trastuzumab is a monoclonal antibody targeted against
the human epidermal growth factor receptor (Her2)
tyrosine kinase receptor, which is overexpressed in ap-
proximately 20% of invasive breast cancer. Trastuzumab
is a successful rationally designed Her2-targeted therapy
and, at present, is approved for patients whose tumors
have this abnormality, in both the metastatic and adjuvant
setting. However, about half of individuals with Her2 over-
expressing breast cancer do not respond to trastuzumab-
based therapies. Understanding the mechanisms of action
and resistance to trastuzumab is therefore crucial for
development of a new therapeutic strategy. Mechanisms
for resistance are grouped into four main categories: A.
Obstacles preventing trastuzumab binding to Her2. B.
Upregulation of Her2 downstream signaling pathways.
C. Signaling through alternative pathways. D. Failure to
trigger an immune-mediated mechanism to destroy tumor
cells. This review summarizes the current knowledge on
the preclinical and clinical evidence about the mechanism

of action of trastuzumab and on the mechanisms underly-
ing the development of resistance and also discusses the
development of new drugs antiHer2 and their possible
clinical implications.

Key words: trastuzumab, breast cancer, Her2, mechanism
of action, resistance, review

Introduccion

El trastuzumab (Herceptin®) es un anticuerpo
monoclonal humanizado dirigido contra el dominio
extracelular del receptor del factor de crecimiento
epidérmico tipo 2 (HER2), el cual esta amplificado
y/o sobreexpresado en alrededor del 15-25 de los
canceres de mamal?.

La sobreexpresion del HER2+ en pacientes con
carcinoma de mama constituye un factor pronés-
tico adverso y presenta una conducta biol6gica
agresiva que se traduce en un intervalo libre de
enfermedad y una supervivencia global menor,
tanto en la enfermedad temprana como en la
avanzadal *5.

El trastuzumab es un claro ejemplo de exitoso
desarrollo de terapia “blanco especifica” en on-
cologia. El trastuzumab ha demostrado un claro
beneficio clinico como monoterapia en pacientes
con cancer de mama HER2+ avanzado, asi como
prolongacién de la supervivencia asociado a qui-
mioterapia en primera linea™. La Food and Drug
Administration (FDA) aprobé su utilizacién en
pacientes Her2+ con enfermedad avanzada en
1998. Igualmente, el trastuzumab ha demostrado
un importante beneficio clinico en la enfermedad
temprana. En cuatro grandes ensayos clinicos
aleatorios que evaluaron trastuzumab en adyu-
vancia, se demostr6é un importante beneficio en
supervivencia libre de enfermedad (SLE), con
reduccion entre el 36% y el 52% de recaidas y en
supervivencia global (SG), con reducciéon de muer-
tes entre el 33% y el 37% (Figura 1)1%12,
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Figura 1. Beneficio del trastuzumab en supervivencia global en
cancer de mama temprano Her2+ en ensayos clinicos fase IlI

Hoy en dia, el tratamiento con trastuzumab
durante un ano es parte esencial del tratamiento
adyuvante del cincer de mama temprano en pa-
cientes HER2+.

Sin embargo, s6lo alrededor del 30% de los
pacientes con enfermedad metastasica logran
respuestas objetivas con la monoterapia de tras-
tuzumab, y los pacientes respondedores iniciales
presentan una duracion media de respuesta de 9
meses y luego progresan debido a la presencia de
mecanismos de resistencia de novo y secundaria
respectivamente al anticuerpo monoclonal” 13 14,
También, una significativa minoria de pacientes
con estadios I y II tratados con quimioterapia y
trastuzumab con criterio adyuvante recaen (al-
rededor del 40% en el sistema nervioso central,
donde el acceso del trastuzumab es limitado)®2

Por lo tanto, la comprensién de los mecanis-
mos de accion y los mecanismos moleculares de
resistencia al trastuzumab son indispensables
para el desarrollo de nuevas terapias antiHER2,
necesarias para mejorar los resultados clinicos
y el pronéstico de este subgrupo de tumores de
mamal'’. Los objetivos de la presente revisién bi-
bliografica son la descripciéon de los mecanismos
de resistencia al trastuzumab y las potenciales te-
rapias antiHER2 que contrarresten la resistencia.

Familia HER

El HER2 es un receptor transmembrana con
actividad de tirosinquinasa de 185-kDa, cuyo
gen se localiza en el brazo corto del cromosoma
17 y es miembro de la familia de receptores de
factores de crecimiento HER (o Erb B)!¢. Esta

familia de receptores comprende 4 subtipos: el
receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR o HER1), el HER2, el HER3 (inico sin
actividad de tirosinquinasa) y el HER4. Todos
los receptores de la familia Her comparten una
estructura similar: un dominio extracelular de
unién al ligando, una corta regién hidrofébica
transmembrana y un dominio citoplasmatico con
actividad de tirosinquinasa (excepto Her3). El
Her2 es considerado un receptor huérfano debido a
que no se le conocen ligandos de unién especificos.
El HER2 forma homodimeros (asociacién de 2
moleculas del receptor HER2) o heterodimeros
(unién con otros miembros de la familia)
inducido por otros ligandos de la familia HER. La
dimerizacién en la superficie celular determina
la fosforilaciéon del dominio intracitoplasmatico
del receptor y el inicio de cascadas de senales
intracelulares que gatillan procesos biolégicos en
las células que incluyen el crecimiento celular, el
incremento de la proliferacion, la supervivencia
y motilidad celular asi como la resistencia a la
apoptosis (Figura 2 )™19,

Las dos principales vias de senales intracelu-
lares activadas son la via del fosfatidilinositol3
quinasa (PISK)/AKT que determina la supervi-
vencia celular e inhibicién de la apoptosis y la via
RAS/Raf/MAP quinasa cuya activaciéon estimula
el crecimiento y proliferacién celular (Figura 3)%.

La activacién de la via PI3K/AKT comienza con
la activacién de la PI3K clase I que se encuentra
constituida por una subunidad regulatoria (p85) y
una subunidad catalitica (p110) unidas entre si e
inactivas en las células quiescentes. La dimeriza-
cion del receptor Her2 determina la separacion de
ambas subunidades y la relocalizacién de la p110
en la membrana plasmatica. La unidad catalitica
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Figura 2. Familia Her2
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Figura 3. Cascada de sefiales intracelulares por activacion de re-
ceptores de familia HER

p110 fosforila y convierte el fosfatidilinositol bifos-
fato (PIP2) en fosfatidilinositol trifosfato (PIP3).
E1 PIP3 es un segundo mensajero, el cual activa
a la fosfatidilinositol dependiente de quinasa tipo
I (PDK) que a su vez activa a la seronin-treonin
quinasa AKT. La quinasa AKt es capaz de activar
al complejo de la mTOR que interacciona con fac-
tores de transcripcion regulando el metabolismo
celular, estimulando la angiogénesis y la celular
(por la inhibicién de la apoptosis). La fosfatasa
PTEN es un gen supresor de tumores que regula
negativamente la via PI3K/AKT por desfosforila-
cién del PIP3 a PIP22+2,

La via RAS/Raf/MAP quinasa es también acti-
vada por el reconocimiento de la proteina Src de
los residuos fosforilados de tirosina del dominio in-
tracitoplasmatico del HERZ2, tras su dimerizacion.
La proteina Src activa a RAS por el intercambio de
GDP forma inactiva a forma activa. La proteina
RAS activa a Raf-1 que sucesivamente fosforila
y activa a MEK1 y ésta a ERK1 y ERK2. Dichas
quinasas regulan diversos factores de transcrip-
cién que interactiian con el DNA estimulando el
crecimiento y la motilidad celular, la angiogénesis
y la division celular?.

Ademas, existen interrelaciones (cross-talk)
entre las vias del Her2 y otras vias. Las de mayor
relevancia clinica incluyen la via del receptor
estrogénico (involucrada en la resistencia al trata-
miento hormonal)?2"y del proceso angiogénico®.

Mecanismo de accion del trastuzumab

El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal
humanizado IgG1l. Su mecanismo de accién es
multifacético y no totalmente comprendido. Puede
ser dividido por su accién mediada a través de su
componente Fe (fraccion cristalizable) que media
los efectos inmunolégicos y la mediada por la
accion del fragmento Fab (fragmento de union al
antigeno) inhibiendo la traduccién de senales?®.

Las funciones del fragmento Fc del trastuzumab
se relacionan con la activacién de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (CCDA)** y, en
forma menos clara, con la activacion del complemen-
to®*. Laimportancia de la CCDA ha sido demostrada
en modelos animales, donde ratones deficientes en
FcyR muestran una reducida respuesta antitumoral
al trastuzumab?®, y en modelos clinicos®.

La fraccién Fab del trastuzumab se une al do-
minio IV extracelular del HER2 no involucrado
en la dimerizacién (existen aproximadamente
500 000 receptores en la membrana plasmatica
de las células tumorales Her2+ vs 20 000 en las
células normales) y por lo tanto bloquea la de
senales rio abajo mediada por el HER2. Se inhibe
la via PISK/AKT (por activacion de PTEN) y la
via RAS/Raf/MAP quinasa. Ademés, se induce a
la proteina p27 que disminuye la actividad de la
quinasa dependiente de la ciclina tipo2 (CDK2)
frenando la progresion del ciclo celular y la reduc-
cién de la angiogénesis por inhibicién del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 242,

Igualmente, la unién del trastuzumab al Her2
impide o retrasa el clivage por protéolisis del
dominio extracelular y por lo tanto la aparicién
del activo receptor truncado p95Her2%®. La endo-
citosis del Her2 ha sido otro de los mecanismos
propuestos del trastuzumab basados en estudios
preclinicos®. Finalmente, el sinergismo entre el
trastuzumab con agentes quimioterapicos y la
radiacion se explican por la inhibicién de la repa-
racion del DNAS3" 38,

Mecanismos de resistencia al trastuzumab
Los mecanismos de resistencia al trastuzumab
se pueden clasificar en:
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1. Obstéaculos para la unién del trastuzumab al
dominio extracelular del Her2.

2. Activacién de las vias de traduccion de senales
rio abajo del Her2.

3. Activacion de vias alternativas del Her2.

4. Fallas del sistema inmunitario para destruir las
células tumorales.

A su vez, la resistencia puede ser de novo o
resistencia secundaria, que se desarrolla luego de
una respuesta inicial al trastuzumab?.

Muchos de los mecanismos de resistencia es-
tudiados se han descripto in vitro y en modelos
animales y su relevancia clinica es desconocida®.
Por otra parte, es probable que multiples meca-
nismos de resistencia coexistan en pacientes con
enfermedad heterogénea de estadios avanzados®.

1. Obstaculos para la unién del trastuzumab
al dominio extracelular del Her2

No se han descripto mutaciones somaéticas en el
dominio extracelular del receptor Her2 que impida
su union al trastuzumab?s.

a. Mucina 4

La glicoproteina mucina-4 asociada a la membrana
(MUC4) puede ocultar al receptor Her2 previniendo
la efectiva unién al trastuzumab. La MUC4 consiste
en dos glicoproteinas: la ascitis sialoproteina
(ASGP-1) y la (ASGP-2) son miembros de la familia
de mucina, que conforman varias glicoproteinas
que constituyen barreras protectivas en los
epitelios, incluyendo al mamario***. La MUC4
puede contribuir a la progresiéon tumoral por su
habilidad de inhibir el reconocimiento de las células
cancerosas por el sistema inmune y la capacidad de
activar al Her2 por interaccién del dominio simil al
EGF de la ASGP-2 (ligando del Her2)* 4,

Nagy y col. demostraron en la linea celular
JIMT-1 establecida de una paciente con cancer
de mama, amplificacién del Her2 y resistencia
primaria al trastuzumab. Utilizando este modelo,
los autores demostraron que el nivel de la proteina
MUCHA4 se correlaciona inversamente con la capaci-
dad de unién al trastuzumab y que el knock-down
de la MUC4 utilizando un RNA de interferencia,
incrementa la sensibilidad de las células JIMT-1
al trastuzumab?’.

b. p95Her
Un subgrupo de tumores Her2+ (aproximadamente
el 30%) pueden también coexpresar formas

truncadas del Her2 llamadas colectivamente
p95Her2 y varian en peso molecular de 90 a
115 kDa. Se caracterizan por perder el dominio
extracelular de unién al trastuzumab y conservar
la actividad tirosinquinasa y su funcién oncogénica
(no todas las isoformas son activas)***4. Las
formas truncadas del receptor pueden formar
heterodimeros con Her3, pero no con EGFr y
pueden ser activadas por el ligando Heregulina,
pero no por EGF*.

Comparados con los tumores que sélo expresan
el Her2 integro, los tumores p95Her2+ tiene peor
prondéstico, mayor capacidad de metastatizar y son
resistentes al trastuzumab®*:.

Las formas p95Her2 se forman al menos por 2
mecanismos:

1. Por protéolisis a través de una metaloproteinasa
que cliva el dominio extracelular*,
2. Por iniciacion alternativa de la traslacion desde

codones AUG internos (611 y 687)%.

La isoforma p95/611-CTF (carboxy-terminal
fragment f Her2), generada por iniciaciéon alter-
nativa desde el codén AUG de la posiciéon 611 es
una forma oncogénica relacionada con la progre-
sion tumoral en cancer de mama y la resistencia
al tratamiento antiestrogénico a través de una
modulacién en menos del receptor estrogénico®’.

La expresion de p95Her2 se determiné en 337
muestras de tumores primarios de mama y en 81
muestras de metastasis axilares. Utilizando la
técnica de Western blot que permite discriminar
las formas p95Her2 y p185Her2, el 60% de los
casos con fuerte positividad de p185Her2 (recep-
tor integro) también expresaban p95Her2. Por
el contrario, sélo el 2.1% de muestras p185Her2
negativas resultaron positivas para p95Her2 (p <
0.001). A diferencia de lo que ocurre con p185Her2
que se sobreexpresa en similares porcentajes en el
tumor de mama primario y en las metastasis axi-
lares, la p95Her2 se detecta en mayor porcentaje
en las metéastasis axilares?®.

Las formas p95Her2 también se informaron
como factor prondstico adverso en pacientes con
cancer de mama. Sdez R y col. concluyeron que
la expresion de p95Her2 en tumores primarios de
mama de 483 pacientes se asocia con una menor
supervivencia libre de enfermedad (32 meses vs
139 meses en casos p95Her2 negativos; HR 2.55;
p < 0.0001) y constituye un factor prondstico
adverso independiente segin el analisis multi-
variado*.
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El dominio extracelular sérico es capaz de
unirse al trastuzumab y acelerar su eliminacion.

La determinacion sérica del dominio extracelu-
lar del Her2 se ha correlacionado con recurrencia
en pacientes con cancer de mama Her2+ avanzado
y la utilizacién como factor predictivo en el moni-
toreo de respuesta al trastuzumab ha tenido un
bajo valor predictivo®.

La determinacion de la p95Her2 puede tener
utilidad clinica como factor predictivo de respuesta
a diversos farmacos antiHer2. Recientemente, se
ha podido determinar la expresién de p95Her2
utilizando técnica de inmunofluorescencia en
tumores embebidos en parafina (el analisis por
Western blot no es factible para uso clinico)®.

Scaltriti y col. utilizando lineas celulares MCF-
7 p95Her2+ han demostrado la inhibicién de la
fosforilacién de la p95Her2+, la reducciéon de la
fosforilacién de AKT y MAPK y la detencion del
crecimiento celular mediante la utilizacién de
lapatinib (Tykerb®), una molécula de bajo peso
molecular que es capaz de inhibir en forma rever-
sible la actividad de tirosinquinasa de p95Her2,
pl85Her2 y EGFR (Figura 4). En contraste, el
trastuzumab no tuvo efecto en este modelo.

En un ensayo clinico con 46 pacientes Her2+
metastaticos, s6lo 1 de 9 pacientes (11.1%) p95
Her2+ respondié vs el 51% de pacientes que res-
pondieron con p95Her2 negativo (p = 0.029)%.
Actualmente, el lapatinib se encuentra aprobado
para su utilizacién en la practica clinica en pa-
cientes con cancer de mama Her2+ metastatico
asociado a capecitabine (en pacientes progresa-
dos a antraciclinas, taxanos y trastuzumab)5!
o con letrozol en pacientes Her2+ y receptores
estrogénicos+52. Ademas, el sinergismo entre
trastuzumab y lapatinib asociado a quimioterapia
ha sido demostrado en el estudio NEOALTO de

Inhibicion de p95 con una peq ibidora de la actividad
de tirosin quinasa de HER2
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Extracelular
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Splicing alternativo de
la via p95

Figura 4. Mecanismo de accion del lapatinib

neoadyuvancia, aumentando la tasa de respuestas
completas patolégicas®. Otras drogas en desarro-
llo clinico tales como el neratinib o el axitinib,
ambos inhibidores irreversibles de la actividad de
tirosinquinasa de HER1/HER2, han demostrado
eficacia terapéutica en pacientes progresados a
trastuzumahb®%,

2. Activacion de las vias de traduccion de
senales rio abajo del Her2

a. PTEN

La fosfatasa y homdlogo a tensina PTEN es un
gen supresor de tumores que inhibe la activacion
de de la via PI3K. Por lo tanto, la pérdida de la
funcion de PTEN resulta en la sobreactivacién
de la via PISK/AKT®. La mutacién en la linea
germinal de PTEN se asocia en mayor o menor
grado con diversos sindromes genéticos. En el
sindrome de Cowden, el 80% de los afectados
tiene inactivo al PTEN. Se caracteriza por la
presencia de hamartomas y predisposicién a la
aparicion de diferentes tumores como mama (en
el 30%-50% de los casos), tiroides y carcinoma de
endometrio®. La pérdida de funcién de PTEN ha
sido comunicada en hasta el 50% de los tumores de
mama y los mecanismos de disfuncién son debido a
mutaciones, modificaciones epigenéticas y pérdida
de la heterogocidad?.

Nagata y col. han demostrado en células de
carcinoma de mama que el tratamiento con trastu-
zumab activa al PTEN a través de la inhibicion de
la proteina tirosina quinasa Src (capaz de unirse
al Her2). El trastuzumab inhibe la actividad de Src
por la inhibicién de su unién al Her2. También se
ha demostrado en estudios in vivo que la activacién
del PTEN contribuye a la funcién antiproliferativa
del trastuzumab y que células deficientes en PTEN
contribuyen a la resistencia del trastuzumab. La
utilizaciéon de farmacos inhibidores de la PI3K
como el LY294002 puede revertir la resistencia
al trastuzumab en células deficientes de PTEN®,

La significancia clinica de la deficiencia de
PTEN ha sido evaluada en un estudio clinico re-
trospectivo. En 47 pacientes con cancer de mama
metastatico Her2+, se determiné por técnica de
inmohistoquimica la expresién de PTEN; hallan-
dose un 36% de pacientes con negatividad en la
expresion de PTEN. En dichos pacientes, la tasa
de respuesta objetiva a paclitaxel + trastuzumab
fue sélo del 11.1% vs el 65.8% de aquellos pacientes
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con sobreexpresiéon de PTEN (p < 0.01 ). Basado
en estos resultados, se ha postulado que la deter-
minacién de PTEN puede ser un factor predictivo
de respuesta al trastuzumab en la clinica, y que
farmacos inhibidores de PISK podrian utilizarse
en pacientes con disfuncién de PTEN para revertir
la resistencia®.

b. PISK

La via PI3K es la via mas frecuentemente mutada en
cancer humano, luego de las mutaciones de la proteina
p53%. El gen PISBKCA que codifica la unidad catalitica
p110c esté frecuentemente mutado en diversos tumores
como de mama (entre 25-30% de los casos), colon,
endometrio y hepatocelular® . Aproximadamente en
el 85% de los casos se presentan 3 mutaciones en “hot
spots” que resultan en la sustitucién de un aminoécido,
E545K y E542K en el ex6n 9 (dominio helicoidal) y
H1047R (dominio kinasa).

El resultante de las mutaciones es un incremen-
to en la actividad enzimatica que resulta en un
incremento de la actividad de AKT y promocién de
la transformacién oncogénica in vitro e in vivo®-2.
Mutaciones en el gen PI3KR1, que codifica para
la subunidad p85 regulatoria y funciona como
gen supresor de tumor, son muy infrecuentes en
carcinoma de mama.

Las mutaciones activantes en PISK han sido
implicadas en la resistencia al trastuzumab, y
promisorias drogas inhibidoras de PI3K han de-
mostrado revertir la resistencia en modelos pre-
clinicos. Ensayos clinicos con diversas moléculas
inhibidoras de PI3K y/o inhibidores de la mTOR
(enzima rio abajo de PISK/AK) se encuentran en
marcha en cancer de mama Her2+22.

El analisis combinado de baja expresién de
PTEN y mutaciones activantes de PISKCA (rara-
mente observadas concomitantemente) han sido
postulados como biomarcadores de resistencia al
trastuzumab por Berns y col.®.

c. AKT y PDK1

Células BT474 resistentes a trastuzumab,
inicialmente sensibles y generadas por continua
exposicion a trastuzumab, tienen altos niveles
de AKT fosforilado, actividad quinasa de AKT
y son sensibles a inhibidores de PI3K5%. A su
vez, se han descripto mutaciones activantes de
AKT1 en cancer de mama (8% de los casos)®,
pero no en tumores mamarios que sobreexpresan
HER2+ (0 casos de 75 estudiados)®. En un

estudio clinico con 45 pacientes con cancer de
mama avanzado Her2+, la sobreexpresion de
AKT determinada por inmunohistoquimica no
se correlacion6 con respuesta a trastuzumab ni
supervivencia libre de progresiéon. Sin embargo,
en los 23 pacientes (51% de los casos) con AKT +
hubo una tendencia a menor supervivencia (69
meses vs 131 meses, p = 0.091) comparados con
aquellos pacientes AKT- determinados por técnica
de inmunohistoquimica®’.

La fosfatidilinositido dependiente de quinasa
tipo I (PDK-1) se sobreexpresa (por amplificacion
génica) en aproximadamente el 20% de los tumores
de mama®. En un estudio preclinico de Tseng y
col., se logré revertir la resistencia al trastuzu-
mab mediante la utilizacién de un derivado del
celecoxib inhibidor de la PDK-1 en células SKBR3
resistentes a trastuzumab, linea celular que
sobreexpresa el receptor de crecimiento insulino-
simil tipo I (IGF-IR)® (Figura 5).

3. Activacion de vias alternativas del Her2
La utilizaciéon por parte de las células tumorales
Her2+ de vias de escape independientes de
la activacion del Her2 ha sido vinculada con
resistencia al trastuzumab en modelos preclinicos
y clinicos® (Figura 6).

a. Receptor del factor de crecimiento insulino-simil
tipo I (IGF-IR)

El IGF-IR es un receptor transmembrana con
actividad de tirosinquinasa frecuentemente
expresado en cancer de mamay su activacion por los
ligandos IGE promueve proliferacion, proliferaciéon
celular y activa la cascada metastasica?:.

Luy col. publicaron por primera vez, en un estu-
dio in vitro, que la activacién del IGF-IR interfiere
con la accién del trastuzumab. En células MCF-7/
HER-18 que sobreexpresan Her2 y expresan IGF-
IR, el trastuzumab inhibe la proliferacién de las
células tumorales s6lo en un medio libre del ligan-
do IGF-I. En células SKBR3 que sobreexpresan
Her2 pero poco IGF-IR, el trastuzumab inhibe la
proliferacién celular en un 42% aun en un medio
con IGF-I. Si se modifican genéticamente las célu-
las SKBR3 para expresar IGF-IR, el trastuzumab
no tiene efecto inhibitorio sobre la proliferacion
en un medio con IGF-I. Dicha resistencia logré
demostrarse que es reversible utilizando la pro-
teina 3 de unién al IGF, molécula que inhibe la
senalizacion del IGF-IR™.
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Figura 6. Activacion de vias alternativas del Her2

Nahta y col. demostraron la presencia de una
interaccion (“cross talk”) entre IGF-IR y Her2 en
células resistentes a trastuzumab. La activacion
de IGF-IR/Her2 disminuye los niveles de p27kip1,
un critico regular que frena la progresion del ciclo
celular. En células SKBR3 estimuladas con IGF-1
se observa una marcada fosforilacion del Her2
en células resistentes a trastuzumab y no en las
células sensibles. La utilizaciéon de un anticuerpo
monoclonal contra el IGF-IR, el anticuerpo a-IR3,
disrumpe la interaccion fisica entre IGF-IR y Her2
restaurando draméticamente la sensibilidad al
trastuzumab. El pertuzumab, un anticuerpo mo-
noclonal humanizado que presenta sinergismo
clinico con trastuzumab y que impide la dimeri-
zacion del Her2 con otros receptores de la familia
Her (EGFR y Her3), también demostré revertir
parcialmente la resistencia al trastuzumab gene-
rada por el cross talk entre IGF-IR y Her2™.

En un estudio clinico de neoadyuvancia se
incluyeron 45 pacientes con cancer de mama
Her2+ estadios II/III y se trataron con trastuzu-
mab y vinorelbine. La expresién de IGF-IR en la

membrana celular, se asocié con menor tasa de
respuesta (50% vs. 97%, p = 0.001), sugiriendo
cierta resistencia relativa a la combinaciéon de
trastuzumab y vinorelbine™.

El IGFR-1 es un potencial blanco terapéutico
que se encuentra en evaluacion clinica en tumores
resistentes al trastuzumab.

b. Familia Her: EGFr y Her3

La dimerizacién de los otros miembros de la
familia Her como el homodimero EGFr/EGFr o el
heterodimero EGFr/Her3 podrian reemplazar las
funciones resultantes de la activacién del Her2%. En
células tumorales en cultivo Her2+, la exposicion
crénica a trastuzumab resulté en resistencia y
en aumento de la expresiéon de EGFr/Her3, y la
utilizaciéon de inhibidores de EGFr revirti6 la
resistencia™. Sin embargo, la investigacion clinica
en un estudio fase I/II combinando trastuzumab
con gefitinib (un inhibidor de EGFr) no result6
en actividad sinérgica e improbablemente supere
la actividad del trastuzumab utilizada como
monodrogas™.

El factor de crecimiento transformante o (TGF-
o) es un ligando del EGFr. Valabrega y col. co-
municaron la expresién de TGF-a (en biopsias
de metastasis) en pacientes que adquieren resis-
tencia secundaria al trastuzumab (sin expresién
de TGF-a en la metéastasis previo al tratamiento
con trastuzumab). Los mismos investigadores
posteriormente disenaron un estudio in vitro con
lineas celulares Her2+, sensibles a trastuzumab
y productoras de TGF-a..

En dichas células, el trastuzumab fue incapaz de
inhibir la proliferacién. Se concluye que el TGFa
puede ser uno de los mecanismos de escape a la
inhibicién del Her2 por parte del trastuzumab™.

El Her3 es el acompanante preferido del Her2
en la dimerizacién. El trastuzumab es incapaz
de bloquear el dimero Her2/Her3; en cambio, el
pertuzumab se une a un bolsillo del dominio ex-
tracelular del Her2 necesario para la dimerizacion,
impidiéndola y reduciendo la activacion de la via
PISK/AKT. Se ha demostrado sinergismo con el
trastuzumab tanto en ensayos preclinicos como
clinicos™".

c. c-Met

El receptor de tirosinquinasa c-Met y su ligando,
el factor de crecimiento hepatocitico (HGF),
esta frecuentemente sobreexpresado en cancer
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de mama y su sobreexpresion se asocia a menor
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia
global. Aproximadamente el 25% de los tumores
de mama Her2+ pueden marcar positivamente
para c-Met por técnicas de inmunohistoquimica
y la coexpresion de ambos receptores se asocia a
mayor capacidad invasiva™.

La amplificaciéon de c-Met ha sido implicada en
la resistencia adquirida al gefinitib en pacientes
con carcinoma de pulmén de células no pequenas
con mutacién del EGF#,

Shattuck y col. demostraron en estudios in vitro
que la expresion de c-Met en células Her2+ impide
la accién inhibitoria del trastuzumab por disminu-
cion de los niveles de p27 y que dicha resistencia
puede revertirse utilizando RNA de interferencia
contra c-Met por la utilizacién de inhibidores de
tirosinquinasa contra c-Met. Se encuentran en
desarrollo farmacos inhibidores de c-Met™.

d. p27

La proteina p27 es un inhibidor del ciclo celular por
su capacidad de bloquear a la quinasa dependiente
de ciclina tipo 2 (CDK-2). El trastuzumab
incrementa la vida media de p27 y favorece la
union a los complejos de CDK2, deteniendo el ciclo
celular en G1. La p27 es un regulador distal de la
convergencia de diversas vias que incluyen EGFr,
Her2 y IGF-IR®.

Nahta y col. demostraron en lineas celulares
SKBRS3 resistentes a trastuzumab, bajos niveles
de p27y elevada actividad de CDK2. La induccién
farmacolégica de p27 por un inhibidor del pro-
teosoma (MG132) restaur6 la sensibilidad de las
células al trastuzumab confirmando que la p27 es
un critico mediador de la respuesta al trastuzumab
y potencial marcador predictor de respuesta al
anticuerpo®..

e. SRC

La proteina citoplasmética SRC con actividad de
tirosinquinasa se encuentra hiperactivada en varios
modelos de resistencia al trastuzumab. Interactaa
con multiples receptores de tirosinquinasay facilita
la traduccién de senales al interior celular. Ha sido
identificada como componente comtn de diferentes
mecanismos de resistencia de novo y adquirida,
incluyendo la activaciéon alternativa de otros
receptores tirosinquinas y deficiencia de PTEN.
Por dicho motivo, la proteina SRC se considera
un atractivo blanco terapéutico para vencer las

diversas resistencias que coexisten en tumores
avanzados Her2+. Zhang y col. recientemente
publicaron un experimento en el que se demuestra
que SRC se encuentra activado en células con
resistencia adquirida y de novo al trastuzumab y
que la inhibicién de la SRC por saracatinib revierte
la resistencia al trastuzumab in vitro e in vivo. Los
mismos autores también comunicaron que en 57
pacientes la expresiéon de SRC (determinada por
inmunohistoquimica) se correlaciona con pobre
respuesta al trastuzumab. El inhibidor de SRC
saracatinib asociado a trastuzumab se encuentra
en etapa de investigacion clinica®.

4. Fallas del sistema inmunitario para
destruir las células tumorales

Ciertos polimorfismos de nucléotido simple (SNP)
del receptor y del Fc localizados en las células del
sistema inmune, se asocian con mayor capacidad
de CCDA y con mayores tasas de respuestas
objetivas y supervivencia libre de progresion'®.

Tamura y col. han publicado recientemente
que el polimorfismo FcyR2A-131 H/H en la po-
blacién asiatica predice mayor tasa de respuesta
completa patologica en neoadyuvancia, y mayores
respuestas objetivas en pacientes con enfermedad
metastasica®2.

Contrariamente, el polimorfismo FcyRIIla
V/F (se reemplaza fenilalanina por valina en el
aminodcido 158) interfiere con la capacidad de
generar CCDA en estudios in vitro, y en la clinica
en pacientes metastasicos se observa menor tasa
de respuesta y supervivencia libre de progresion
(Figura 6)34. Utilizando una compleja tecnologia
basada en las estructuras tridimensionales de
proteinas, se intenta modificar en laboratorio la
region Fe de los anticuerpos monoclonales “adap-
tandola” al polimorfismo del receptor y del Fc del
paciente a ser tratado con el anticuerpo monoclo-
nal, para lograr una alta afinidad de unién y por
lo tanto una eficaz CCDA®.

En conclusion, el desarrollo preclinico y clinico
del trastuzumab es un exitoso modelo de terapia
blanco especifica en cancer de mama. El beneficio
demostrado del trastuzumab con criterio adyuvan-
te en el cancer de mama temprano Her2+, ha sido
uno de los mayores logros en los tltimos afos de
la investigacién en oncologia. Sin embargo, la pre-
sencia de resistencia primaria y adquirida al tras-
tuzumab limita la utilidad clinica del anticuerpo.
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Elucidar los mecanismos moleculares generadores
de resistencia es de enorme importancia para el
disenio de nuevas drogas antiHer2 que permitan
mejorar las tasas de curacién y supervivencia de
los pacientes. La identificaciéon de biomarcadores
moleculares predictivos de respuesta a los diversos
farmacos antiHer2 en desarrollo permitira perso-
nalizar y optimizar las nuevas terapias.
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