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RESUMEN

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor) es considerado
uno de los blancos principales para el tratamiento de los tumores de origen epitelial. Se han acumulado evidencias
de que este receptor puede desempenar un papel importante en la diseminacién metastdsica. El Centro de
Inmunologia Molecular (CIM) ha sido pionero en el desarrollo de este nuevo concepto terapéutico, y ha generado
diferentes agentes anti-EGFR que se encuentran en fases de evaluacién preclinica y clinica. Un ejemplo de ello es
el anticuerpo monoclonal (AcM) h R3, utilizado para el tratamiento de pacientes con tumores metastdsicos. Los
mecanismos asociados al efecto antimetastdsico de los AcM anti-EGFR no se han dilucidado totalmente, ya que los
estudios han sido en ratones atimicos trasplantados con tumores humanos, donde no se puede analizar la participacién
de las células T. Tras esta investigacion se obtuvo por primera vez un AcM capaz de reconocer el dominio extracelular
del EGFR murino. Este AcM nos permitié confirmar el potente efecto antimetastésico de los AcMs anti-EGFR en
ratones inmunocompetentes. Se demostré que la inhibicion de la sefalizaciéon por el EGFR contribuye a este
fenémeno, mediante efectos antiproliferativos, antimigratorios y proapoptéticos, y sugiere que la induccién de
respuestas citotéxicas por la region constante de este AcM es un mecanismo que puede incrementar su potencial
antitumoral. Este estudio constituye el primer reporte sobre la dependencia de un AcM anti-EGFR de la funcion de
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las células T-CD4* y CD8" para ejercer su efecto antimetastdsico.

Introduccién

A pesar del progreso de las ciencias médicas, el cancer
sigue siendo un grave problema de salud para el hom-
bre en este nuevo milenio. La causa principal de muer-
te por cancer lo constituye la formacion de nichos
metastasicos. El fenomeno de metastasis es un proce-
so secuencial, que comienza cuando las células
tumorales se separan del tumor primario y viajan a
través del torrente sanguineo, colonizando 6rganos
distantes. De este modo, resulta evidente que los me-
dios terapéuticos disponibles en la practica médica no
son particularmente eficaces para evitar la metastasis.
El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor)
y sus ligandos estan expresados en todos los tipos
celulares, con excepcion de las células de origen
hematopoyético. En la mayoria de los tumores huma-
nos de origen epitelial se ha detectado un incremento
de la expresion de estas proteinas [1]. Estudios pre-
clinicos han demostrado que los lazos de activacion
autocrina y paracrina, que involucran al EGFR y sus
ligandos, regulan el crecimiento, la sobrevida y la
habilidad para generar metastasis en las células tu-
morales [2]. Como resultado de estas observaciones,
se han identificado antagonistas potentes y selecti-
vos de la sefializacion a través del EGFR, que se en-
cuentran actualmente bajo investigaciones clinicas
[3]. Entre estos, los anticuerpos monoclonales (AcM)
especificos por este receptor se estan evaluando en
pacientes con tumores metastasicos, con resultados
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alentadores [4]. Un ejemplo lo constituye el AcM h-
R3 generado en el Centro de Inmunologia Molecular
(CIM), registrado en Cuba por el Centro para el Con-
trol Estatal de la Calidad de los Medicamentos
(CECMED) para su uso en pacientes con tumores
avanzados de cabeza y cuello [5].

Sin embargo, los mecanismos involucrados en la
actividad antimetastasica de los agentes anti-EGFR
solo se han dilucidado parcialmente. La principal li-
mitante de los estudios es que han sido en ratones ati-
micos trasplantados con tumores humanos. En tales
escenarios, es posible determinar la contribucion al
efecto antimetastasico del bloqueo del EGFR por es-
tos Ac, pero es imposible evaluar si a este efecto tri-
butan mecanismos inmunoldgicos dependientes de
células T. Esta limitacion cobra especial relevancia a la
luz de recientes informes que demuestran que la ac-
cioén antitumoral de algunos AcM esta mediada por
células del sistema inmune adaptativo, lo cual se ha
denominado “efecto vacuna” [6, 7]. De hecho, resul-
tados provenientes de los ensayos clinicos con el AcM
h-R3 indican que la respuesta clinica a este AcM pue-
de tomar varios meses, lo que sugiere que en ella pue-
den estar contribuyendo efectores de la inmunidad
adquirida [5, 8].

Esta importante limitacion del estado del arte nos
condujo a desarrollar nuevos modelos, que nos per-
mitieran estudiar la capacidad antimetastasica de los
AcM anti-EGFR y los mecanismos involucrados en
tal efecto.
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Resultados y discusién

Con el objetivo de estudiar el efecto antimetastasico de
los AcM anti-EGFR y los mecanismos asociados en
ratones inmunocompetentes, se generd por primera
vez un AcM que reconoce especificamente el dominio
extracelular del EGFR murino (DEC-EGFRm). Este
AcM de clase IgG y subclase 1, se obtuvo por inmuni-
zacion de ratones Balb/c con la proteina DEC-EGFRm
recombinante (rDEC-EGFRm) formulada en adyuvan-
te de Freund, y se designé como AcM 7A7. La especi-
ficidad de reconocimiento del AcM 7A7 se comprobd
por su capacidad para inmunoprecipitar la proteina
rDEC-EGFRm a partir de sobrenadante de cultivo de
las células HEK 293/DEC-EGFRm utilizadas para
expresarla. La capacidad del AcM 7A7 de reconocer
no solo el DEC-EGFRm, sino también el receptor com-
pleto, se confirmo en experimentos de Western Blot y
citometria de flujo, en que el AcM 7A7 reconocio cé-
lulas tumorales EGFR-positivas, tales como la variante
metastasica del carcinoma pulmonar de Lewis 3LL-
D122. A su vez, en experimentos de inmunohistoqui-
mica se observo que el AcM reconocié al EGFR nativo
en secciones de piel y tumores EGFR-positivos, pro-
venientes de ratones Balb/c [9].

Los AcM anti-EGFR humano se estan evaluando
en pacientes con tumores avanzados de diferentes lo-
calizaciones, dentro de las que se incluye pulmon.
Este tipo de cancer es uno de los mas letales a escala
mundial. Se ha reportado que solo uno de cada 10
pacientes que se diagnostican con esta enfermedad
sobrevive los cinco afios siguientes. E1 AcM h-R3 se
ha usado en pacientes compasionales de cancer de
pulmoén de células no pequeias, y su sobrevida ha
mejorado. Con el objetivo de que los resultados estu-
viesen mas cercanos a la realidad clinica, se utilizaron
dosis del AcM 7A7 en el rango de las usadas en los
pacientes con los AcM anti-EGFR (56 ng de 7A7 que
representa la dosis de 200 mg usada en los ensayos
clinicos) y se trabajo con un modelo de metastasis ex-
perimental, en el que las células son administradas por
via intravenosa y se obtiene un alto nimero de metas-
tasis pulmonares. En este escenario, el AcM 7A7 pro-
dujo un efecto antimetastasico significativo sobre las
metastasis del tumor 3LL D122 establecidas en el
pulmon (Figura 1) [10].

Se ha demostrado que los AcM anti-EGFR humano
bloquean la progresion del ciclo celular e inducen apop-
tosis de multiples lineas tumorales. E1 AcM 7A7 fue
capaz de inhibir vias de sefializacion intracelulares re-
lacionadas con la proliferacion celular y los estimulos
antiapoptoticos, tales como las rutas de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK, del inglés
mitogen-activated protein kinases), del activador de la
transcripcion y transductor de sefiales 3 (Stat 3, del in-
glés signal transducer and activator of transcription
3) y de la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K, del inglés
phosphotidylinositol 3-kinase). En este trabajo se
muestra que el cultivo de las células 3LL-D122 con
este AcM indujo un efecto antiproliferativo diferen-
cial cuando se compara con el AcM control, que corre-
laciono con la detencion de las células en la fase GO-
G1 del ciclo celular. El tratamiento con el AcM 7A7
provoco, ademas, la muerte de las células 3LL-D122,
asociada, entre otros posibles mecanismos, a la in-
duccion de apoptosis. Los efectos antes descritos se
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Figura 1. Efecto antimetastdsico sobre el tumor 3LL-D122. (A) Ratones C57BL6 inoculados el dia 0 con
células 3LL-D122 por via intravenosa. Los AcM (7A7 o control) se administraron a los ratones por esta
misma via, tres veces por semana y a partir del dia 6 después de la inoculacién del tumor. Los ratones se
sacrificaron el dia 21 y el nUmero de metdastasis pulmonares fue contado. Cada barra representa la me-
dia de la medicién * desviacién estandar de 10 ratones por tratamiento (AcM 7A7 frente a AcM control:
***p < 0.001, prueba de la U de Mann Whitney). El gréfico es representativo de dos experimentos indi-
viduales. También se muestra un pulmén representativo de cada grupo. (B) Se tineron con hematoxilina
y eosina los I6bulos pulmonares provenientes de ratones tratados con el AcM control o el AcM 7A7 como
se describe previamente. Las zaetas negras indican los nédulos metastaticos (40x). Las fotografias son

léminas representativas de tres tinciones en forma independiente.

verificaron en las metastasis de 3LL-D122 en los
pulmones, donde el tratamiento repetido con el AcM
7A7 provocé una detencion de la mitosis, seguido por
la condensacion del material nuclear y la aparicion de
multiples cuerpos apoptoticos, a niveles semejantes a
los que se reportan con el tratamiento in vivo de carci-
nomas murinos con una dosis de taxol [10]. Estos re-
sultados demuestran que la inhibicion del crecimiento
celular y la induccion de apoptosis, son mecanismos
que contribuyen al efecto antimetastasico del AcM
7A7 sobre el tumor 3LL D122.

Multiples estudios revelan una asociacion entre la
expresion incrementada del EGFR y la capacidad me-
tastasica de determinados tumores. Los mecanismos
moleculares involucrados en esta relacion no estan
completamente dilucidados, pero existen estudios que
vinculan a la ruta de las MAPK. En este estudio se
demuestra que el AcM 7A7 disminuy6 completamen-
te la fosforilacion de las cinasas principales de la ruta
de las MAPK e inhibi6 la migracion quimiotactica de
las células 3LL-D122 [10]. Estos resultados sugie-
ren otro efecto terapéutico del bloqueo del EGFR, que
pudiese ser muy relevante para la capacidad antime-
tastasica del AcM 7A7.

La induccion de citotoxicidad dependiente de com-
plemento (CDC) por los AcM anti-EGFR humano no
se ha explorado. Los experimentos in vitro muestran
que el AcM 7A7 es capaz de mediar la CDC autélogo
en las células 3LL-D122 [11]. La participacion de la
activacion del complemento en la accion de los AcM
anti-EGFR se debe verificar in vivo, pues existen varios
estudios de la expresion incrementada en tumores
humanos de factores de restriccion del complemento,
como mecanismo de escape a la CDC. De hecho, es-
tudios en nuestro grupo de investigacion han revelado
que la resistencia a la accion del complemento puede
ser un mecanismo de escape tumoral a la terapia con el
AcM 7AT7 [11].

La citotoxicidad celular dependiente de Ac (ADCC,
del inglés antibody-dependent cellular cytotocixity)
aparece como uno de los mecanismos efectores mas
importantes de muchos de los AcM que se usan para
el tratamiento de pacientes con cancer. Varios des-
cubrimientos sugieren que los AcM anti-EGFR hu-
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mano podrian incrementar la toxicidad sobre las cé-
lulas tumorales, mediante la iniciacion de este tipo de
respuestas. Sin embargo, hasta el momento no hay
estudios in vivo que lo confirmen. Como muestran
estos resultados, el AcM 7A7 indujo in vitro una
potente ADCC en células 3LL-D122. Para verificar
la relevancia de este mecanismo en el efecto anti-
metastasico obtenido, durante el protocolo de admi-
nistracion del AcM 7A7, se eliminaron las células
asesinas naturales (NK, del inglés natural killers).
En estas condiciones, la actividad antimetastasica
de este AcM sobre las células 3LL-D122 no se afec-
to (Figura 2A). Es notorio destacar que el AcM 7A7
incluso revirtio el efecto prometastasico de la eli-
minacion de las células NK [10]. Este resultado de-
muestra que, a través de las células NK, la ADCC no
contribuye al efecto antimetastasico del AcM 7A7,
pero no se puede descartar que la ADCC mediada
por otra poblacién celular esté involucrada en dicho
efecto. A diferencia de lo obtenido con las células
NK, la eliminacion de las células CD8"y CD4" duran-
te el tratamiento con el AcM 7A7, impidié comple-
tamente su efecto antimetastasico sobre el tumor
3LL-D122 (Figura2 By C) [10].

Para comprender mejor este fendmeno se requieren
estudios adicionales. Un conjunto de consideraciones
recientes sustentan que una terapia antitumoral que
provoque apoptosis puede activar la inmunidad ad-
quirida. Por mucho tiempo se ha considerado la muer-
te por apoptosis como tolerogénica o no inmunogénica,
por ocurrir en ausencia de “sefiales de peligro”. Sin em-
bargo, actualmente esta claro que no siempre la apop-
tosis es una muerte “silente” para el sistema inmune.
En determinadas situaciones, la apoptosis puede es-
tar acompanada de “sefiales inflamatorias” que activan
potentes respuestas inmunes. Este es el caso de la apop-
tosis masiva, denominada también como “necrosis
secundaria”, en la que las células apoptoticas secretan
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cantidades significativas de “sefiales de peligro” en-
dogenas que activan las células dendriticas (DC, del
inglés dendritic cells). En este sentido cabria plantearse
la hipotesis de que los altos niveles de apoptosis indu-
cidos por el AcM 7A7 en el sitio metastasico propician
la formacion de un “ambiente inflamatorio”. Mediante
este proceso, las DC que han capturado cuerpos apop-
toticos se activarian y presentarian péptidos tumorales
en las moléculas del sistema principal de histocom-
patibilidad de clase I. Esta pudiera ser una via a través
de la cual el tratamiento con el AcM 7A7 genera células
T CD8" especificas por el tumor.

Los resultados en este trabajo confirman que los
AcM anti-EGFR son drogas efectivas para el tra-
tamiento de tumores en estadios metastasicos, y apor-
tan nuevos conocimientos sobre los mecanismos a
través de los cuales se controla la diseminacion tumoral.
En este sentido, se confirmd la importancia del bloqueo
del EGFR y la induccioén de respuestas citotoxicas,
como vias que pueden contribuir al potencial antime-
tastasico de estos agentes, y se obtuvieron los pri-
meros reportes que involucran a las células efectoras
del sistema inmune adaptativo en este efecto. En par-
ticular, estos estudios sugieren que la actividad anti-
metastasica del AcM 7A7 depende de la accion de las
células T CD4"y CDS8". La validacién de estos resul-
tados en los pacientes con cancer tratados con el AcM
h-R3 constituye un elemento esencial.

Ademas, estos estudios validan al AcM 7A7 como
una herramienta muy util para la seleccion de modelos
tumorales murinos EGFR-positivos. Este AcM tam-
bién podria usarse para la modelacion en ratones in-
munocompetentes de combinaciones terapéuticas de
AcM anti-EGFR con otros agentes anti-EGFR, te-
rapias convencionales o incluso agentes inmunomo-
duladores. La posibilidad de hacer estas mediciones
conduciria a una mejor extrapolacion de los resultados
en la experimentacion animal a la fase clinica.
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Figura 2. Efecto de la eliminacién de las células NK 1.1+, CD4* y CD8" en el potencial antimetastasico del AcM 7A7. Ratones
C57BL6 se inocularon con células 3LL-D122 por via intravenosa. Los AcM (7A7 o control) se administraron a los animales por esa
misma via tres veces por semana comenzando el dia 6 después de la administracién del tumor. Conjuntamente, los ratones se
trataron cada cuatro dias con AcM que eliminaron las subpoblaciones de (A) células NK 1.1%, (B) células CD4* y (C) células CD8*.
Los animales se sacrificaron el dia 21 tras la inoculacién, y la determinacién del nomero de metastasis pulmonares. Cada barra
representa la media de la medicién + desviacion estandar en 10 ratones por tratamiento (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
prueba de Dunn). En tres experimentos independientes se obtuvieron resultados similares.
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