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RESUMEN

En estudios previos, se demostrd la expresion aberrante del gangliésido N-glicolil
GM3 (NeuGcGM3) en carcinomas de mama, melanoma cutaneo y carcinomas de
células no pequefias de pulmén (CCNPP). Los resultados de la expresion de
NeuGcGM3 en cancer de mama por métodos bioquimicos, asi como su deteccion
inmunohistoquimica con el empleo del anticuerpo monoclonal (AcM) 14F7 (IgG1
murina que reconoce con elevada especificidad a este ganglidsido) recibieron
premios de la Academia de Ciencias en los afios 1997 y 2003, respectivamente.
Sin embargo, en la actualidad la expresion de este antigeno tumor-asociado no ha
sido evaluada en otras neoplasias malignas. En este trabajo se evalla por primera
vez la expresion de NeuGcGM3 en un gran numero de tumores malignos (423)
con la utilizacion del AcM 14F7. Particularmente, se incluyeron en este estudio
neoplasias malignas con una pobre supervivencia, alta incidencia, baja respuesta
a las terapias estandares y/o de dificil acceso a las mismas por nuestro pais (Ej.
adenocarcinomas de estdbmago, pancreas, colon, ovario y prOstata, tumores
cerebrales de alto grado, sarcomas y metastasis ganglionares y a distancia de
diferentes tumores). Adicionalmente, se confirmo la expresion de NeuGcGM3 en
los tumores previamente reportados (101), asi como su presencia limitada en las
muestras de tejido adulto normal (79). De estos resultados se derivaron 6
publicaciones internacionales en revistas biomédicas y condujeron al inicio de
ensayos clinicos con las vacunas: Vaxira® (Racotumomab) en tumores de colon y
NGcGM3/VSSP en tumores de estdbmago, ovario y sarcoma de partes blandas.
Ademas, permitieron sustentar la continuacion de las terapias anti-NeuGcGM3 en
pacientes con cancer de mama, melanoma y CCNPP, asi como el empleo del AcM
14F7 murino como una herramienta Util para la seleccion de los pacientes
candidatos a estas terapias especificas. En la actualidad, cerca de 1692 pacientes
se encuentran en ensayos clinicos o reciben alguna de estas terapias anti-
NeuGcGM3 de forma compasional.
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COMUNICACION CORTA

Introduccién

Las alteraciones en la expresion y/o composicion gangliosidica de las células
tumorales han convertido a estas moléculas en blancos atractivos para la
inmunoterapia del cancer (1). Los gangliosidos portadores de la variante N-
glicolilada del acido neuraminico, aunque se encuentran ampliamente distribuidos
entre las diferentes especies de mamiferos, tienen una presencia muy limitada en
tejidos normales humanos, por lo que constituyen antigenos tumor-asociados (2).

En estudios previos, se reportod la expresion aberrante del gangliésido N-glicolil
GM3 (NeuGcGM3) en tumores de mama empleando cromatografia de capa fina'y
espectrometria de masa (3). Posteriormente, se generd en nuestro centro el
anticuerpo monoclonal (AcM) 14F7, una IgG1 murina que reconoce con elevada
especificidad al gangliosido NeuGcGM3. Adicionalmente, se publicé el
reconocimiento del AcM 14F7 en tumores de mama y melanoma, asi como su
reaccion limitada en el tejido normal, empleando métodos inmunohistoquimicos
(4). Estos resultados se confirmaron en un ensayo clinico de inmunolocalizacién in
vivo en tumores de la mama con el empleo del AcM 14F7 marcado con 99mTc (5).
Mas recientemente, se reportd la expresion de NeuGcGM3 en el carcinoma de
células no pequefias de pulmén (CCNPP) (6), con la utilizacién del AcM 14F7.
Estos atributos convirtieron al AcM 14F7 y al gangliosido NeuGcGM3 en un
sistema atractivo en el disefio de las nuevas terapias antitumorales. Sin embargo,
hasta el presente la expresion de NeuGcGM3 no ha sido evaluado en otras
neoplasias malignas.

En la actualidad, el centro cuenta con diferentes modalidades terapéuticas
dirigidas contra este antigeno tisular, entre las que se encuentran las vacunas
NGcGM3/VSSP (7) y Vaxira® (Racotumomab, 1E10) (8). Estas vacunas
terapéuticas se encuentran en ensayos clinicos o registrados para el tratamiento
de los tumores malignos mencionados anteriormente.

Adicionalmente, las versiones terapéuticas en potencia (quimérica y humanizada)
del AcM 14F7 se encuentran en fase de desarrollo (9,10). Por estos motivos, la
evaluacion de la expresion de NeuGcGM3 en otras localizaciones tumorales y
subtipos histologicos, permitiria el disefio y aplicacion de tratamientos especificos
y personalizados dirigidos contra esta molécula diana.

Resultados

La expresion de NeuGcGMS3 se evalué en 524 muestras de tumores malignos a
través de métodos inmunohistoquimicos con el empleo del AcM 14F7. Del total de
muestras, 423 corresponden a nuevas localizaciones y subtipos histologicos,
mientras que 101 pertenecen a la re-evaluacion de la expresion de NeuGcM3 en
cancer de mama, melanoma cutaneo y CCNPP. Adicionalmente, se incluyeron en
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este estudio 79 muestras procedentes de tejidos humanos normales. Los
resultados que se describen a continuacion llevaron un examen riguroso por
microscopia optica para la seleccion de las muestras de tejido adulto normal y
tumoral basado en las caracteristicas morfologicas de cada tejido y de los cambios
distintivos que ocurren durante la transformacion maligna de las células. La
evaluacion microscopica de los ensayos de inmunohistoquimica fueron analizados
por al menos dos observadores expertos.

La expresion del gangliésido N-Glicolil GM3 en muestras de tejido adulto
normal fue limitada

La representatividad y el grado de preservacion morfolégica de las muestras de
tejido normal se evaluaron por microscopia optica empleando la coloracién con
hematoxilina y eosina. Para los estudios de inmunohistoquimica, solamente se
emplearon las muestras de tejido que mostraron la arquitectura habitual. No se
detectd expresion de NeuGcGM3 en 71/79 (89,9%) de estas muestras de tejido,
excepto por una expresion restringida a las células glandulares del estdbmago y
sus secreciones (3/8), al estroma y los vasos sanguineos del ovario (3/5) y a los
tubulos contorneados del rifidn (2/6). La especificidad de esta reaccion se confirmo
a través de la ausencia de inmunotincién en los cortes de tejidos incubados con la
solucion de lavado (TBS), empleado como control negativo.

La expresion del gangliésido N-glicolil GM3 es abundante en muestras de
tumores malignos de diferentes origenes

La evaluacién de la expresion de NeuGcGM3 en tumores malignos se dirigio
fundamentalmente a la busqueda de subtipos histolégicos con pobre
supervivencia, alta incidencia, baja respuesta a las terapias estandares y/o de
dificil acceso por nuestro pais, con la finalidad de explorar el uso potencial de
terapias especificas anti-NeuGcGM3 en estas neoplasias malignas.

La expresion de NeuGcGM3 se observO como un reconocimiento homogéneo y
finamente granular del AcM 14F7 y se localiz6 fundamentalmente en la membrana
plasmatica de las células tumorales, aunque también se evidencié una reactividad
adicional en el citoplasma de las mismas. En general, la expresion de NeuGcGM3
se detectd en 392/524 (74,8%) de las muestras, independientemente del tipo
histoldgico y de la localizacion. En cuanto a los nuevos tipos tumorales evaluados,
la expresion de este gangliosido se evidencio en 294/423 (69,5%). Los resultados
detallados de la expresion de NeuGcGM3 en las muestras de tejido tumoral se
muestran en la Tabla 1.

Una elevada expresion de NeuGcGM3 en mas del 50% de las células tumorales
se evidencid en los adenocarcinomas de: unidn gastroesofagica (2/2), estbmago
(12/12), pancreas (8/8) (Figura 1A y B), colon (12/12), asi como hepatocarcinoma
(13/14). Resultados similares se obtuvieron en el carcinoma de células
transicionales de vejiga (8/9), adenocarcinomas de endometrio (4/7) y prostata
(17/20), asi como en la mayoria de los adenocarcinomas de ovario (22/35). La
expresion aberrante de NeuGcGM3 también se evidencio en los astrocitomas de
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alto grado (9/13) (Figura 1C y D), en los sarcomas (25/30) (Figura 1E y F) y
linfomas (33/37). Adicionalmente, se evidencidé una expresion elevada de
NeuGcGM3 en las metastasis ganglionares (42/47), asi como en las metastasis a
distancia evaluada (6/9).

Impacto cientifico

En este trabajo se reporta por primera vez la expresion del gangliosido Nglicolil
GM3 en 423 nuevas muestras de tumores malignos, correspondientes a 68
entidades procedentes de mas de 18 dérganos distintos, asi como su presencia
limitada en las muestras de tejido adulto normal (79) de 17 dérganos distintos.
Particularmente, se reporta la expresiéon de este gangliésido en un grupo de
tumores malignos con una pobre supervivencia, alta incidencia, baja respuesta a
las terapias estandares y/o de dificil acceso a las mismas en nuestro pais (Ej.
adenocarcinomas de estdbmago, pancreas, colon, ovario y prOstata, tumores
cerebrales de alto grado, sarcomas y metastasis). Adicionalmente, se confirma la
elevada expresion de este gangliésido en el melanoma cutaneo, en el carcinoma
de la mama y en carcinoma de células no pequefias de pulmon (122).

Impacto social

Para el tratamiento del cancer, las estrategias terapéuticas actuales son cada dia
mas personalizadas y estan basadas en la expresion tisular de antigenos tumor-
asociados. Los resultados de este trabajo conducen a la potencial aplicacion de
una terapia personalizada en estos tumores malignos, a través de vacunas
terapéuticas y/o anticuerpos monoclonales humanizados producidos en el Centro
de Inmunologia Molecular dirigidos contra esta molécula diana. Los datos
obtenidos en este trabajo permiten considerar el uso del AcM murino 14F7 a
través de métodos inmunohistoquimicos para la seleccion de los pacientes
candidatos a estas terapias especificas dirigidas contra NeuGcGM3, lo que
conlleva a un manejo clinico mas adecuado de los mismos. El conocimiento de la
expresion de las moléculas blanco es un indicador para la evaluacion de la
eficacia de las vacunas terapéuticas segun lo establecido recientemente en la guia
sobre consideraciones clinicas de las vacunas terapéuticas emitida por la Agencia
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos de América (FDA, del inglés
Food and Drug Administration) (11).

Grado de introduccion en la practica

Los resultados obtenidos en este trabajo condujeron al inicio de ensayos clinicos
con las vacunas terapéuticas: Vaxira® (Racotumomab) en tumores de colon (Fase
[l) y NGcGM3/VSSP en tumores de estomago (Fase 1), colon (Fase Il), ovario
(Fase I) y sarcoma de partes blandas (Fase ). Adicionalmente, permitieron
sustentar la continuacién de las terapias anti-NeuGcGM3 en pacientes con cancer
de mama (Fase IIb-lll), melanoma (Fase I-1l), asi como la continuidad del
tratamiento con Vaxira® en el carcinoma de células no pequefias de pulmon.
Actualmente, cerca de 1692 pacientes se encuentran en estos ensayos clinicos o
reciben alguna de estas terapias anti-NeuGcGM3 de forma compasional.
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Tabla 1. Expresion tisular del gangliosido N-glicolil GM3 en tumores malignos.

Clasificacion histopatologica

No. casos (%)

Piel
Melanoma® 28/28 (100)
Carcioma (epidermoide v basal) 6/21 (28.6)
Sistema digestivo
Carcinoma epidermoide de esofago 3/13(23.1)
Adenocarcinoma de la union gastroesofagica 2/2 (100)
Adenocarcinoma de estomago 12/12 (100)
Adenocarcinoma de pancreas 8/8 (100)
Hepatocarcinoma 13/14(92.8)
Adenocarcinoma de colon 12/12 (100)
Carcinoma del canal anal (epidermoide v basaloide) 9/12 (75.0)
Sistema genito-urinario
Carcinoma de células renales 12/38 (31.6)
Carcinoma de células transicionales de vejiga 8/0 (BR.8)
Adenocarcinoma de mama®* 41/42 (97.6)
Adenocarcinoma de ovario 22/35(62.8)
Adenocarcinoma de endometrio 47 (57.1)
Carcinoma epidermoide del cervix 1/7(14.3)
Adenocarcinoma de prostata 17/20(75.0)
Seminoma clasico 4/5 (80.,0)
Sistema respiratorio
Carcinoma epidermoide de nasofaringe 13/14 (92.8)
Carcinoma de pulmon® 29/31 (93.3)
Sistema nervioso
Astrocitomas de bajo grado (I-1) 3/9(33.3)
Astrocitomas de alto grado (III-IV) 9/13(69.2)
Neuroblastoma 4/5 (80,0)
Otros tumores 319 (15.8)
Sistema endocrino
Carcinoma de tiroides 23/25 (92.0)
Sarcomas 25/30 (83.3)
Linfomas 33/37 (89.2)
Metastasis
Ganglios linfaticos 42/47 (89.4)
Distancia 6/9 (66.7)

Levenda: No: nimero; % porciento;* tumores malignos evaluados previamente por otros autores.

En este trabajo estas neoplasias malignas fueron re-evaluados en nuevos casos.
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Figura 1. Expresién del ganglidsido N-glicolil GM3 en muestras de omores malignos. A, C v E:
Coloracién con hematoxilina v eosina de adenocarcinoma de pancreas, astrocitoma anaplasico v
osteosarcoma,_ respectivamente. B, D v F: Reactividad tisular del AcM 14F7 especifico por el
ganglidsido N-glicolil GM3. Observe: expresion elevada de NeuGeGM3 en las células malignas
(color carmelita). Contratincion con Hematoxilina de Maver (color azul). Barra blanca = 100 pm_
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