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RESUMEN

La principal dificultad de la terapia del cdncer en la actualidad es la utilizacién de agentes téxicos
cuya actividad antitumoral no es especilica. Por tal razén s¢ ha pensado en la unién de agentes
téxicos como toxinas o drogas a factores de crecimiento, hormonas y anticuerpos monoclonales para
lograr toxicidad especiflica sobre las células cancerosas.

En este trabajo se presenta la construccién de un conjugado mediante una unién covalente entre el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la adriamicina (ADM). El conjugado retiene la habilidad
del EGF de reconocer sus receptores en c€lulas de carcinoma mamario, sin perder afinidad y la ADM
reliene su toxicidad.

La toxicidad del conjugado fue revertida por adicién de un exceso de EGF libre y fue dependiente
de la cantidad de receptores de EGF presentes en la superficie celular.

SUMMARY

The main difficulty in current cancer therapy is the use of cytostatic agents which are not specific to
cancer cells. One solution to this problem has been the binding of cytotoxic agents such as toxins or
drugs, to hormones, growth factors and monoclonal antibodies, in order to obtain specific toxicity
toward cancer cells.

In this study a hybrid molecule is presented using Epidermal Growth Factor (EGF) and Adriamycin
(ADM) by means of a covalent bridge. The hybrid retained the same binding capacity to the
Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R) in breast cancer cells, while there was no loss of
toxicity of the conjugated ADM. The cytotoxicity of the conjugate was reverted by an excess of
free-EGF and was dependent on the amount of EGF-R on the cell membranes.

INTRODUCCION

Hasta el presente, una de las mayores limitaciones de los agentes quimioterapéuticos
conocidos es la falta de actividad antitumoral especifica; la gran mayoria de las drogas
antitumorales danan la proliferacion celular de cualquier célula normal o tumoral.
La dosis requerida de estas drogas para un adecuado tratamiento del cdncer traen
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consigo electos colaterales no deseados, como mielotoxicidad, cardiotoxicidad y danos
gastrointestinales.

Una de las posibilidades teéricas de resolver estos problemas es el uso de anticuerpos
monoclonales (Davics et al., 1976; Ghose et al., 1972; Moolten et al., 1975; Rowland ef al.,
1985) como transportadores de moléculas téxicas.

Se han realizado experimentos usando anticuerpos unidos a sustancias toxicas, y se ha
reportado que estas moléculas hibridas destruyen las células portadoras del antigeno que
reconoce al anticuerpo monoclonal utilizado (Casellas et al., 1981; Blythman et al., 1983).

Algunos agentes citotoxicos, como radionuclidos, enzimas y antimetabolitos, han sido
acoplados a anticuerpos. Estos conjugados retienen su actividad farmacolégica e
inmunolégica (Ghose et al., 1983).

Una de las grandes dificultades ha sido encontrar blancos especificos que puedan ser
aplicados al tratamiento del cdncer. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) ha
ganado interés entre los oncoOlogos, pues en algunos sistemas celulares, in vitro, la
transformacién maligna es acompanada por la liberacion de péptidos parecidos al EGF,
como por ¢jemplo los factores de crecimiento transformantes (TGF) (Todaro et al.,
1980). Ademas, ¢l EGF ticne un rol regulador en el crecimiento del carcinoma mamario
de ratén (Kurachi ef al., 1983).

Resultados alcanzados en nuestros luboratorios (Pérez et al., 1984; Skood et al., 1986),
asi como de otros (Fitzpatrick ef al., 1984) han demostrado la existencia de receptores de
EGF en tumores humanos.

La alta expresion de receptores de EGF en tumores menos diferenciados, abre la
posibilidad del uso del EGF como un transportador de drogras, toxinas o radioniclidos.

En el presente trabajo mostramos la preparacion y el "testaje" in vitro de un conjugado
entre el EGF y la adriamicina (ADM). El conjugado retiene la afinidad del EGF a su
receptor de membrana, y la toxicidad de la adriamicina, y fue preferencialmente téxico
en células que contienen receptor de EGF.

MATERIALES Y METODOS

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El EGF recombinante humano fue suministrado por el Centro de Ingenierfa Genética y Biotecnologia
(La Habana, Cuba). La adriamicina (ADM) fuc obtenida de farmitalia y el cloruro de doxorubicin-14C
(s.a.,, 59 pCi/mmol) de la AMERSIIAM.

El EGF murino fue aislado de la glindula submaxilar de ratdén por extraccion dcida, cromatografia de
adsorcién sobre Biogel P-10 y cromatografia de intercambio iénico en DEAE- celulosa (Savage y Cohen,
1972); mediante este procedimiento se obtuvieron cantidades de¢e EGF puro, comprobado mediante
cromatografia liquida de alta presién (HPLC, gel filtracién) y electroforesis en gel de policrilamida
(PAGE).

El EGF murino fue radioyodado por el método de la cloramina T (Hunter ef al., 1972), obteniéndose un
producto de actividad especifica de 150-200 pCi/pg.

Lineas celulares

Se cultivaron células KB (carcinoma epidermoide humano) a 37°C en atmdsfera de 5 % de CO;, en
medio de cultivo Mc Coy’s suplementado con 10 % de suero fetal inactivado y antibidticos.

Las células de carcinoma de mama, MDA-MDB-231 y MDA-MB-134, fueron cultivadas en medio
F12/DMEN en proporciones 1:1, en condiciones similares a las anteriores.
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Preparacion del conjugado EGF-ADM

La ADMy ¢l EFG fueron unidos a través de sus grupos aminos utilizando el método del glutaraldehido.
En un volumen final de 3 ml de Na;HPOy4 0,2 M, pHl = 10, se mezclaron 15 mg de ADM conteniendo
200 000 cpm de MC-ADM como trazador y 3 mg de EGF.

Después de una preincubacién a temperatura ambicnte por 5 minutos, se aiadié el glutaraldehido
(60 .l de una solucién de 6,3 mg/ml).

Al cabo de 8 horas la reaccidn fue detenida por cromatografia en gel filtracién en una columna de Biogel
P-10 (0,6 x 58 cm) y las fracciones de 3 ml fueron evaluadas para conteo de radioactividad y unién al
receptor del EGE.

Citotoxicidad in vitro

Las células fueron cultivadas en placas Costar (5 x 10* células/pozo) y se anadié el conjugado
EGF-ADM, EGF o ADM libres a diferentes concentraciones en ¢l medio de cultivo. Después de 72 horas
a 37°C, sc retird el medio de cultivo y las células fijadas fueron lavadas dos veces con solucin salina
"bufercada” (PBS) y resuspendidas en NaOH 1 N. La proteina total fue medida por el método de Lowry
(Lowry, 1951). Las proteinas totales de cada cultivo fucron relacionadas con las proteinas de los cultivos

no tratados, controles (K). La dosis efectiva media (EDs) fue definida como la concentracién de la droga
que reduce la cantidad de proteina de cada cultivo al 50 %. Cada punto fue realizado por triplicado.

Ensayo de la union del EGF a su receptor de membrana

Se realizé un ensayo de competencia de la unién del EGF a su receptor de membrana (Macias et al.,
1985) usando EGF murino marcado con'?*I como trazador y células del tumor ascitico de Ehrlich como
fuente de receptor para ¢l EGF. El ensayo contiene de 1-2 x 10® ¢élulas, 100 000 cpm de 'ZI-EGF y 10 pl
de cada fraccidn, en un volumen final de 50 wlde PBS, pH = 7,2 con 0,1 % de BSA. Se incubaron durante
una hora a temperatura ambiente y se detiene la incubacién afadiendo 2 ml de PBS frio con posterior
centrifugacién a 1 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. I pellet fue lavado con PBS frio y se midi6 la
radioactividad.

En cada ¢xperimento fue incluida una curva patrén de desplazamiento, con 10 concentraciones
diferentes de EGF murino no marcado (desde 0,1 hasta 50 ng/ml). La unién no especifica fue estimada en
cada experimento, midiendo la unién de '¥I.EGF en presencia de 1 000 ng/ml de EGF no marcado.

Los datos experimentales fueron ajustados por regresién lineal entre la relacién de la radioactividad
enlazada en ausencia del material compitiendo (B/Bo), y el logaritmo de la dilucién del EGF para las
muestras, en este caso cada fraccidn.

Después del andlisis estadistico, no hubo diferencia entre las pendientes de la curva patrén y la
experimental, por lo que se estimé ¢l contenido de EGF equivalente en las muestras interpolando en la
curva patrén. Este método detecta cantidades de EGF por debajo de 0,5 ng/ml (concentracién final de
80 pm).

Determinacién de namero de sitios receptores para el EGF

Los receptores de membrana para el EGF fueron medidos a través de la unidn especifica del 1P LEGF
a células KB, MDA-MB-134 y MDA-MB-231. Los dctalles de la técnica han sido descritos en articulos
anteriores (Pérez er al., 1984; Skoog et al., 1986).

RESULTADOS

Se realizaron ensayos preliminares para lograr buenas condiciones de acoplamiento
entre el EGF y la ADM. Se demostré que la relacion glutaraldehido:ADM no podia ser
mayor que 2:1, para evitar la precipitacién de la ADM, y que el pH de la reaccién debe
encontrarse por encima de 10.

A causa de la adsorcién y retencion de la ADM a las matrices de filtracion en gel en
cantidades apreciables, se satur6 previamente la columna de Biogel P-10 con un exceso
de ADM y se lavo varias veces la columna con el mismo buffer de elucién, antes de cada
experimento.

179



C. Mateo de Acosta y A. Lage D.

La mezcla de acoplamiento fue cromatografiada y mostr6 dos picos, seguidos por la
radioactividad de la “C-ADM (figura 1). La actividad tipo EGF fue medida por un
ensayo de inhibici6én de la unién del EGF a su receptor y coincidi6 con el primer pico de
radioactividad correspondiente a la “C-ADM, cerca del volumen libre de la columna.
Partiendo de la cantidad de radioactividad del primer pico, estimamos que solo una
molécula de ADM se uni6 a cada molécula de EGF.
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FIG. 1. Cromatografia en gel filtracién de la mezcla de conjugacién EGF-ADM.

La mezcla de reaccién fue fraccionada por una columna de Biogel P-10 (0,6 x 58 ¢cm) y equilibrada en
NaHPO4 0,2 M, pH = 10 y eluida con la misma solucién. Se colectaron fracciones de 3 ml y se
monitorearon por conteo de radioactividad (**C-ADM; x-x-x) y por un ensayo de inhibicién de la unién del
EGF a su receptor (0-0-0). La ordenada de la izquierda es la radioactividad de "C-ADM en cpm y la
ordenada de la derecha es actividad tipo EGF medida por el ensayo de inhibicién en ng/ml. La abscisa es
el volumen de elucién en mililitro. Las flechas indican ¢l volumen muerto (V) y el volumen total (Vi) de
la columna.

Se realiz6 un ensayo de inhibicion de la uni6én del EGF a su receptor en células del
tumor ascitico de Ehrlich para medir la actividad tipo EGF, y el conjugado EGF-ADM
mostré curvas de desplazamiento paralelas a la del EGF libre, lo cual indica que el
conjugado se enlaza a la membrana de las células que tienen receptores de EGF con la
misma afinidad que el EGF libre (figura 2). Para ver el efecto citotéxico del conjugado,
utilizamos tres lineas celulares diferentes: las células KB, MDA-MB-231 y
MDA-MB-134 que tienen 10°, 10* y 0 sitios de unidn especificos para el EGF por célula,
respectivamente.
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F1G. 2. Uni6n del conjugado EGF-ADM a receptores de EGF en la membrana celular.

Esta figura muestra la inhibicién de la unién del " I-EGF a células del tumor ascitico de Ehrlich, por
cantidades crecientes de EGF murino no marcado (0-0-0) y por diluciones decrecientes del conjugado
EGF-ADM (x-x-x). La ordenada es la radioactividad enlazada a las células, expresada como la relacién de
la radioactividad enlazada en ausencia del ligando competitivo (B/Bg). La abscisa es la concentracidn de
EGF murino no marcado (ng/ml) en escala logaritmica.

El conjugado EGF-ADM mostré efectos citotéxicos in vitro sobre células KB
(figura 3). La concentracion requerida para inhibir la proliferacién celular al 50 % cn
72 horas de exposicion a ADM libre fue de 1,72 x 10-* M, y para ¢l conjugado EGF-ADM
fue de 8,96 x 10-* M. Notese cn la figura 3 que en exceso de S50 veces de EGF libre
protege a las células KB del efecto téxico del conjugado, pero no del efecto toxico de la
ADM libre.

Nosotros verificamos que la toxicidad del conjugado EGF-ADM fue dependiente de
la presencia del receptor de EGF en las células. En la figura 4, células de mama
MDA-MB-231 (con 10* sitios de unién de EGF/célula) fueron més sensibles al efecto
toxico del conjugado, mientras que las células MDA-MB-134 que no presentan
receptores para ¢l EGF fueron resistentes a este cfecto. Ambas células fueron
igualmente scnsibles al efecto t6xico de la ADM libre.,
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FIG. 3. Citotoxicidad in vitro en células KB.

La figura muestra ¢l contenido de proteinas de los cultivos celulares en presencia de diferentes
concentraciones de EGF, ADM o ¢l conjugado EGF-ADM. La ordenada es la proteina total de cada
cultivo (T), relacionada con la proteina total de los cultivos no tratados, controles (K). La abscisa es la
concentracién en pg/ml: @) efecto de la adicién de EGF libre a los cultivos; ) efecto de la adicién de ADM
libre (0-0-0) y ADM en presencia de un exceso de 50 veces de EGF (x-x-x-); ¢) efecto de la adicion del
conjugado EGF-ADM (0-0-0) y del conjugado ¢n prescncia de un exceso de 50 veces de EGF (x-x-x).
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FIG. 4. Citotoxicidad selectiva del efecto del conjugado EGF-ADM. a
Se incubaron 5 x 10* células MDA-MB-231 (x-x-x) y MDA-MB-134 (0-0-0) por pozo durante 72 horas a
37°C en presencia del conjugado EGF-ADM. La capa de células fue lavada dos veces y resuspendida en
NaOH 1IN, y se determiné el contenido de proteina total. La ordenada indica la proteina total de cada
cultivo (T), relacionada con la proteina total de los cultivos controles no tratados (K). La abscisa es la

concentracion de ADM en el conjugado.

182



Conjugado EGF-ADM

DISCUSION

La unién de agentes toxicos a macromoléculas para lograr la uni6n cspecifica de estas
drogas o toxinas a células cancerosas ha sido evaluada por varios laboratorios (Page
et al., 1984).

La mayoria de los esfuerzos han sido concentrados en la conjugacién de anticuerpos
monoclonales a drogas anticincer (Kancllos et al., 1985; Annon ef al., 1979) o a toxinas
de plantas (Sundan ef al., 1982; Thorpe et al., 1982). Nosotros utilizamos recientemente
una toxina hemolitica con este proposito (Avila et al., 1987, aceptada en International
Journal of Cancer).

Creemos, ademads, que es te6ricamente posible utilizar el EGF como componente de
especificidad, partiendo de resultados de nuestro laboratorio (Pérez et al., 1984; Skood
et al., 1986), asi como de otros (Fitzpatrick er al., 1984), que demuestran cudles células
de carcinoma humano contienen receptores de EGF y que la cantidad de receptores de
EGF es incrementada en los tumores menos diferenciados.

Sabemos también que la presencia de receptores para ¢l EGF en tumores es un
marcador de mal pronoéstico (Macias et al., 1987). Conociendo esto, creemos que drogas
unidas al EGF, serian moléculas con relativa especificidad hacia los carcinomas menos
diferenciados, que son la mayoria de las neoplasias malignas en la practica clinica.

Teniendo ¢n cuenta un estudio realizado por nosotros de biodistribucién del EGF
(Mateo de Acosta et al., 1987), que demuestra que aun en animales portadores de
tumores de alta expresion de receptores de EGF, se acumulan cantidades signilicativas
de EGF en el higado, excluye el uso de is6topos y toxinas (Cowley ef al., 1980), como
elementos toxicos para el uso del EGF in vivo. Por tanto, el uso del EGF en ensayos de
este tipo puede hacerse uniendo esta molécula a drogas ciclo-dependientes. Creemos
especialmente atractiva la ADM, ya que uno de los principales blancos de su accion
toxica son el corazon y la médula 6sea y ninguno de estos dos Organos prescntan
receptores para ¢l EGF.

Dec acucrdo con esto, preparamos una molécula hibrida entre el EGF y la ADM por
el método de glutaraldehido. El hecho de que s6lo una molécula de ADM por molécula
de EGF fuera acoplada significa, probablemente, que solo el amino-terminal del EGF,
que cs ¢l méds reactivo de esta molécula, estd involucrado en la reaccién.

En el conjugado, el EGF retiene su habilidad para reconocer los receptores sin perder
afinidad y la ADM retiene su toxicidad, aunque con cierta pérdida de la misma (la EDsg
del conjugado es 5 veces mas alta que la de la ADM libre).

La toxicidad del conjugado pudo ser revertida por un exceso de EGF libre y fue
dependiente de la densidad del receptor en la superficie celular, Ambos hechos indican
que el mecanismo del efecto t6xico del conjugado involucra su unién a los receptores
de EGF.

La pérdida parcial de la actividad de la mitad toxica en el conjugado, comparado con
la de la droga o toxina libre, es un hecho general de este tipo de moléculas hibridas
(Youle, 1980; Bjorn, 1985; Olsnes, 1982).

El hecho de que la relacion EGF:ADM fuera solamente de 1:1, puede ser una
desventaja de nuestro conjugado para el tratamiento de tumores in vivo; usualmente en
las moléculas hibridas construidas utilizando anticuerpos monoclonales como
componente de especificidad, pueden ser unidas méas de dos moléculas de drogas o
toxinas por molécula de anticuerpo monoclonal (Bjorn, 1985; Tsukasaki, 1985).
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En estos momentos nosotros cvaluamos el efecto in vivo de este conjugado y tenemos
en perspectiva hacerle modificaciones quimicas al EGF con vistas a aumentar la cantidad
de moléculas de ADM acopladas a la molécula del EGF.
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