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Potencial herramienta en la
personalizacion del tratamiento
oncolégico. Casos clinicos

CASOS CLINICOS
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In vitro cell response to chemotherapeutic
agents, to personalize ovarian cancer treatment.
Report of two cases

Our laboratory has implemented an in vitro assay to estimate the response to
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chemotherapy in ovarian cancer cells pertaining to individual patients. In two se-

lected patients, we determined the correlation between an in vitro assay of cells from
suspected ovarian cancer ascites, with the clinical chemotherapy response. Cancer
cells isolated from peritoneal fluid with suspected ovarian cancer were tested for
cytotoxicity with corresponding chemotherapy regimens. Circulating Cal25 levels
and attending physician consultation determined clinical course and response to
chemotherapy. The in vitro assay result correlated with Cal25 levels, progression
free survival and attending physician evaluation. The assay predicted correctly the
failure of two successive chemotherapy regimes in the first patient, while predicting

a favorable clinical response in the second subject.
(Rev Med Chile 2013; 141: 669-673).
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causa de muerte por cancer ginecoldgico,

con incidencia de 4,4 por 100.000 habi-
tantes'. En paises desarrollados es de 7/100.000
habitantes ,. De etiologia desconocida, se carac-
teriza por crecimiento lento y 70% se diagnostica
en etapas III o IV?. Se disemina en la cavidad
abdominal comprometiendo peritoneo. Se con-
funde frecuentemente con céncer de origen des-
conocido peritoneal. La cirugia y quimioterapia
(QMT) logran mediana de sobrevida de 30 meses
en etapas III-C y menos de 5% en etapas IV*. La
QMT obtiene 70-80% de respuesta y sobrevida
sin enfermedad de 12-18 meses, combinando
carboplatino-cisplatino y paclitaxel®. La respuesta
es evaluada clinicamente, con imédgenes y nivel
plasmdtico de Cal25, marcador correlacionado
con carga tumoral. Para la recurrencia no existe

En Chile, cancer de ovario (CO) es la segunda

QMT estandar, las que ofrecen poco més de 25%
de respuesta. Por estos motivos, y por la falta de
respuesta inicial de 20-30% de las pacientes, es im-
perativo tener nuevas herramientas terapéuticas®.

La personalizacion de la QMT es la situacion
ideal en oncologia’. En la década 1980-89 se desa-
rrollaron ensayos con cultivos de células extraidas
del tumor para predecir la respuesta a QMT. Se
denominé quimiosensibilidad (QS)®. La corre-
lacion obtenida cuando la QMT no funciona in
vitro y la respuesta clinica fue cercana al 80-90%.
Pero la correlaciéon entre la respuesta in vitro y
la evolucién clinica fue 60%?°. Por esta razdn, se
decidié no continuar con estos ensayos'’.

Ahora, 30 afios después, sabemos mds de bio-
logfa tumoral, la naturaleza y caracteristicas de las
células cancerosas, metastaticas, y de las células
madre de céncer (“cancer stem cells”). Todo ello
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nos permite plantear una nueva implementacién
de este tipo de ensayo. Desde el afio 2008, en la
Facultad de Ciencias Bioldgicas y Medicina de la
Pontificia Universidad Catélica de Chile se realiza
el estudio de medicina personalizada en pacientes
con cancer, inicialmente en CO. En este momento
se estd aplicando esta tecnologia en un proyecto de
investigacion con el fin a largo plazo, de orientar
y personalizar los tratamientos’.

Postulamos que si el tumor es extraido du-
rante la citorreduccién, la QMT posterior estaria
dirigida hacia células que escaparon del tumor
primario, presentes en la circulacion y peritoneo.
El modelo éptimo para el analisis de QS y resis-
tencia son células con capacidad de generar focos
metastaticos: las contenidas en ascitis. Hemos
calculado y experimentado con la concentracion y
combinaciones de QMT que representan mejor las
concentraciones en circulacién de pacientes con
céncer. Creemos que esta nueva aproximacion va
amantener o mejorar la observacién previamente
descrita que “si no funciona in vitro, no funciona
in vivo”. Ademds esperamos poder entregar una
mejor indicacién de aquellos tratamientos “que
funciona in vitro, funcionara in vivo”. Permitiendo
mejor respuesta y mayor sobrevida en mujeres con
CO. En este articulo presentamos dos ejemplos
preliminares de QS en células tumorales aisladas
de ascitis y su respectiva correlacion clinica.

Material y Método

Pacientes

Pacientes mayores de 18 afios con sospecha
de CO, sometidas a cirugia o paracentesis. Este
andlisis se realizdé en contexto de proyectos de
investigacion aprobados por el comité de ética
de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Hospital Sotero del Rio (SSMSO) y la Fundacién
Arturo Lopez Pérez (SSMO). Las pacientes fueron
informadas de los procedimientos aceptando la
participacion en dichas investigaciones a través de
la firma del consentimiento informado.

Metodologia

Muestras de ascitis obtenidas se cultivaron
para el ensayo de citotoxicidad. Para este se
utiliz6 MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium, Cell Titer 96® (AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay, Promega, W1,
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EEUU). En este ensayo colorimétrico, la reduc-
cién del sustrato se correlaciona con la viabilidad
o citotoxicidad en las células vivas'l. Las QMT
utilizadas corresponden a firmacos comerciales
utilizados en clinica (Laboratorio farmacéutico
Kampar, Santiago, Chile). En el caso de topotecan
corresponde al compuesto comercial Hycamtin®
(GlaxoSmithKline, Santiago, Chile). Estas drogas
se ajustaron a concentraciones descritas en plasma
de pacientes que reciben estos tratamientos'>'>!4,
Como control negativo de este ensayo se realiza-
ron tratamientos con la droga ciclofosfamida, que
requiere metabolizacion en el higado para generar
su compuesto activo, siendo inocuo para las células
en cultivo. Dentro de este ensayo existe un por-
centaje normal de muerte celular que varia entre
10-20%. Con los resultados obtenidos in vitro
clasificaremos la respuesta obtenida en 3 grupos:
R (responde a tratamiento, > 50%), I (respuesta
intermedia 50% > X > 30%) y N, no responde
(< 30%). Para llevar a cabo las correlaciones con
los datos obtenidos in vitro con la respuesta in vivo
se analizard la respuesta clinica de las pacientes
segin criterio del oncélogo tratante y niveles
plasmaticos de Cal25, (40U/ml = nivel normal).

Caso 1

Mujer de 38 afios de edad con historia de 3
anos de dolores célicos abdominales, meteorismo
y distension. Al examen fisico destacaba abdomen
con matidez desplazable. Cal25 de 354 (U/ml),
CEA de 4,3 (UI/ml). El resto de los exdmenes
de laboratorio fueron normales. La tomogratia
axial computada (TAC) de abdomen mostr6 una
masa anexial derecha que comprometia polo ce-
cal y presencia de carcinomatosis peritoneal. La
colonoscopia mostré a nivel del polo cecal una
lesién proliferante, exofitica e irregular de 4 cm
de eje mayor. La biopsia concluyé adenoma ta-
bulo velloso con displasia intensa. La endoscopia
digestiva alta fue normal. Se realiz6 paracentesis
cuyo block celular confirmé la presencia de car-
cinoma. Se realiz6 cultivo de células tumorales de
ascitis y estudio de respuesta a QMT segtin panel
utilizado para CO, de acuerdo a lo planificado
(Figura 1A). Bajo la sospecha clinica de CO etapa
III-C, se inici6 QMT con cisplatino-paclitaxel sin
respuesta. Se repitié colonoscopia cuya biopsia
mostrd adenoma velloso con displasia intensa.
La inmunohistoquimica (IHQ) del block celular
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mostré origen intestinal: CDX2 positivo, Cal25
negativo, citoqueratinas negativo. Se repitié es-
tudio de respuesta a QMT en el ensayo in vitro al

FOLFOX. Estos resultados muestran correlacién
entre la respuesta clinica y el resultado de ensayo
in vitro tanto para primera como la segunda linea

nuevo block celular utilizando panel de QMT para ~ de QMT.
céncer digestivo (Figura 1B). Se cambié la QMT a
esquema FOLFOX. Evolucioné con répido dete-  (aq0 2

rioro clinico y fallecid. El andlisis de QS para panel
de CO, mostro citotoxicidad a cisplatino-paclitaxel
inferior al 30% (Figura 1A). El estudio de QS ala
progresion para panel de cdnceres digestivos (Fi-
gura 1B) mostr6 citotoxicidad de 20% al esquema

Mujer de 30 afios, que estudio de dolor abdo-
minal con TAC mostré tumor ovérico derecho
de 13 cm vy ascitis. Resto del estudio fue normal.
Cal25 = 2.526 (U/ml). Se realiz6 cirugia oncold-
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Figura 1. Paciente, (UC052) no presenta respuesta in vitro a los tratamientos administrados, correlacionandose con la respuesta
clinica observada. (A) Ensayo de citotoxicidad realizado en cultivo primario de ascitis, donde se analizé distintas quimioterapias
para el tratamiento de cancer de ovario. (B) Ensayo de citotoxicidad realizado en cultivo primario de ascitis proveniente de
una recaida de la paciente, donde se analiz6 tratamientos comidnmente usados en cancer gastrico/colon. En ambos paneles la
flecha indica el tratamiento administrado a la paciente.
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=@=12 linea Figura 2. Paciente (UC012)
presenta respuesta in vitro a los
tratamientos administrados, co-
rrelaciondndose con una buena
respuesta clinica. (A) Ensayo de
citotoxicidad realizado en cultivo
primario de ascitis, donde se ana-
lizo distintas quimioterapias para
el tratamiento de cancer de ovario.

T (B) Grafico representando los
niveles de reduccion del marcador
plasmatico Ca125 a lo largo de los
ciclos de tratamiento.

gica. Cal25 post-operatorio 174 (U/ml). Biopsia
mostrd adenocarcinoma endometrioide Grado 3.
Etapificada como IC, se tom6 muestra de ascitis
para block celular y se cultivé para estudio de
QS in vitro (Figura 2A). Se administré QMT de
carboplatino-paclitaxel, con normalizacién del
Cal25 (Figura 2B). El seguimiento a tres afios fue
normal. Estudio in vitro mostré nivel de citotoxi-
cidad al esquema carboplatino—paclitaxel mayor
al 70%, correlaciondndose con la respuesta clinica.

Discusiéon

Cancer de ovario es cada dia mds prevalente en
paises en desarrollo y por este motivo es necesario
optimizar los recursos para obtener una mejor
respuesta clinica. En CO no existen QMT dirigida.
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A pesar de los intentos en la década de 1980-89
mostraron una excelente correlaciéon de las QMT
que no funcionan, poca correlacion existi6 entre
la respuesta positiva in vitro y la respuesta clinica.
Hoy en dia, el concepto de la progresion de cancer
cambi6. La teoria predominante es la existencia de
“células madres del tumor” o “células iniciadoras
de metdstasis” que escapan del tumor primario
y generan micrometdastasis. Estas células, tienen
respuesta a QMT diferente del tumor primario, y
corresponderian por lo tanto, al verdadero blan-
co de los tratamientos. Por ende, en este reporte
utilizamos ascitis de dos pacientes con sospecha
de CO. Las células aisladas, tedricamente, corres-
ponden a las que se escaparon del tumor primario
y presentan caracteristicas similares a las células
iniciadoras de metdstasis.
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Estos dos resultados obtenidos nos sugieren de
manera preliminar una posibilidad exploratoria
de fécil acceso, que en conjunto con otros indi-
cadores, pudieran orientar futuras herramientas
para eleccién del tratamiento. Este proyecto
actualmente estd evaluando este ensayo con un
mayor nimero de pacientes de distinto grado
tumoral y prondéstico. La meta a largo plazo es
poner en marcha los conocimientos adquiridos
y permitir que este proyecto se transforme en un
ensayo clinico para entregar mds informacion al
oncologo. La entrega de un patrén de respuesta
quimioterapéutica para cada paciente seria una
herramienta interesantemente util a explorar en
futuros estudios oncoldgicos.
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