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El receptor del factor de crecimiento epidérmico y el N-glicolil GM3
y su contribucién a la progresion tumoral. Bases para una inmuno-
terapia combinada
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RESUMEN
Palabras clave Diversas terapias anti-REGF (receptor del factor de crecimiento epidérmico) se han regis-
receptor del factor de crecimiento epidér- trado para el tratamiento contra el cancer. Sin embargo, su impacto en la supervivencia de
mico; N-glicolil GMS3; progresién tumoral;  |os pacientes es limitado, dado el fenémeno de la resistencia tumoral. Los ganglidsidos se

inmunoterapi . — L . .
unoterapia asocian al REGF y disminuyen su activacion dependiente del ligando, pero favorecen una

cascada compensatoria/alternativa mediada por la interaccion del receptor del activador
del plasminégeno tipo urocinasa (UPAR) y la integrina a5@1. Particularmente, la relacién del
REGF con la variante N-glicolilada del GM3 (NGcGM3) no se ha abordado. Este trabajo hipo-
tetiza que el incremento de la expresion del NGcGM3 en los tumores refuerza la activacion
de la via del REGF y la del uPAR/integrina. La investigacién demostro la co-expresién/co-lo-
calizacion del REGF y el NGcGM3 en tumores humanos de diferentes localizaciones, y en dos
modelos murinos, como la premisa para el disefio racional de una inmunoterapia combinada.
Se demostro, por vez primera, que la combinacién de terapia anti-REGF y anti-NGcGM3 in-
crementd, sinérgicamente, la supervivencia de animales con metastasis pulmonares en dos
biomodelos: carcinoma pulmonar de Lewis (3LL-D122) y carcinoma de mama (4T1). Estos
resultados demuestran una de las ventajas de la inmunoterapia combinada en la obtencion
de un efecto a largo plazo, transitando hacia la cronicidad de la enfermedad. La experimenta-
cion se desarrollé en sistemas in vivo (metdstasis espontdneas), lo que se aproxima al esce-
nario clinico, donde la causa fundamental de las muertes estan asociadas a las metastasis.
Es un trabajo que evidencia los mecanismos de interrelacion tumoral del REGF/NGcGM3
para la biologia de estos tumores y las perspectivas para la aplicacion practica. De estos
resultados se derivaron 4 publicaciones internacionales y una patente concedida en Cuba,
EE.UU. y Japon. Los resultados forman parte de una tesis en opcion al grado de Doctor en
Ciencias Biologicas y condujeron al inicio de los ensayos clinicos siguientes: cancer de pul-
mon de células no pequefias y mama triple negativo metastasico con la vacuna NGcGM3/
VSSP y el AcM Nimotuzumab.




La metastatizacion es un proceso complejo e involucra
diversas vias de sefalizacion que contribuyen a la progresion
tumoral y al fracaso de la terapéutica. Entre las modalidades
de tratamientos actuales han tomado auge las terapias de
combinacién dirigidas contra diversas moléculas diana.

El REGF se encuentra sobreexpresado en una gran va-
riedad de tumores de origen epitelial. Existen diversas tera-
pias anti-REGF, pero su impacto en la supervivencia de los
pacientes es limitado debido al fendmeno de la resistencia
tumoral (7). La activacién constitutiva de vias alternativas e
independientes del REGF constituye uno de los mecanismos
asociados a la resistencia (2). El gangliosido N-glicolil GM3
(NGcGM3), calificado como un antigeno especifico de tu-
mores (AET), presenta una expresion limitada en los tejidos
humanos normales; sin embargo, esta sobreexpresado en di-
versos tumores: melanomas, mama, pulmaon, prostata, ovario,
estémago, pancreas, higado (3 y 4). Diversos estudios refie-
ren la asociacion del gangliosido NGcGM3 con la progresion
tumoral y un mal prondstico (5-7).

La asociacion fisica del ganglidosido GM3 al REGF inhibe
la activacion dependiente de su ligando (8), pero facilita rutas
alternativas/compensatorias mediadas por la sobre activa-
cion del receptor del activador del plasmindgeno similar a la
uroquinasa (UPAR, del inglés uroquinase plasminogen activa-
tor receptor) y la integrina a5B1 (9). Especificamente, no se ha
evaluado la relacion entre el REGF y el gangliosido NGcGM3.

El Centro de Inmunologia Molecular (CIM) cuenta con di-
versas estrategias terapéuticas contra el REGF y el NGcGM3,
tanto en el escenario clinico como en el no clinico. El anticuer-
po monoclonal humanizado h-R3/TheraCIM/Nimotuzumab
(anti-REGF) resulté en el control del crecimiento tumoral de di-
versas localizaciones (10y 11). Ademas, la vacuna NGcGM3/
VSSP (12), basada en el gangliésido NGcGM3, se ha utiliza-
do con éxito en pacientes con céncer de mama (13) y con
melanoma (14). En el escenario murino, el efecto antitumoral
del AcM 7A7 (anti-REGF, 15) y la vacuna NGcGM3/VSSP (16),
como monoterapias, esta descrito aunque no se traduce en
un efecto a largo plazo. No obstante, la terapia combinada
contra ambos blancos no se ha abordado en la clinica ni en
la preclinica.

Los objetivos de este trabajo fueron, primeramente, deter-
minar la coexpresion y co localizacion del REGF y del ganglié-
sido NGcGM3 en tumores de pacientes con cancer de pulmon
de células no pequefias y en dos modelos murinos de metas-
tasis pulmonares 3LL-D122 y 4T1. También, evaluar el efecto
antitumoral de la inmunoterapia combinada contra el REGF
y del gangliosido NGcGM3, en modelos murinos de metas-
tasis pulmonares que coexpresen ambos blancos tumorales.
Finalmente, determinar si la terapia combinada modula la ex-
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presion o activacion de moléculas relacionadas con las cas-
cadas de sefalizacion del REGF, del uPAR y la integrina a53T,
en las metastasis REGF/NGcGM3-positivas y evaluar el papel
de diferentes células efectoras de la respuesta inmunitaria en
el efecto de la inmunoterapia combinada contra el REGF vy el
gangliésido NGcGM3.

Coexpresion/colocalizacion del REGF y
el gangliésido NGcGM3 en pacientes con
tumores de diferentes localizaciones y
en dos modelos murinos de metastasis
pulmonares (3LL-D122 y 4T1)

La expresion del REGF se evalud con el empleo del AcM
ior egf/r3 (17) y el gangliésido NGcGM3 con el AcM 14F7 (18),
a través de métodos inmunohistoquimicos o de inmunofluo-
rescencia. EI REGF esta co-expresado con el gangliosido NG-
cGM3 en el 69 % (96/139) en tumores humanos de diferentes
localizaciones (adenocarcinomas de mama, ovario, etc.). La
positividad doble también se observo en metastasis, tumores
recurrentes y tumores postratamientos. Particularmente, en
pacientes con CPCNP, se obtuvo un 62,14 % de positividad
(64/103) de la doble expresion del REGF y el gangliésido NG-
cGM3. Los pacientes de CPCNP con fenotipo NGcGM3/REGF
positivo mostraron un peor prondstico, al compararlo la ex-
presion de los blancos por separado. Este resultado muestra
que la doble expresion del REGF y el gangliosido NGcGM3 es
un fenémeno frecuente en pacientes con CPCNP y que esta
asociado con mal prondstico, lo cual lo convierte en un esce-
nario clinico para la extrapolacion de esquemas de combina-
ciones evaluadas en biomodelos.

En el escenario murino, el REGF y NGcGM3 se encontra-
ron colocalizados en las metastasis pulmonares de dos mo-
delos murinos: el carcinoma pulmonar de Lewis (3LL-D122) y
el carcinoma de mama (4T1). La colocalizacion se determind
a través de una inmunofluorescencia con doble tincion, un mi-
croscopio confocal y el coeficiente de correlacién de Pearson:
células 3LL-D122 (r = 0,75) y las células 4T1 (r = 0,65). Este
resultado sugiere una interaccion biolégica entre ambas mo-
léculas, asi como la heterogeneidad en la expresion de estos
blancos en los tumores.

Efecto sinérgico de la inmunoterapia
contra el REGF y el gangliésido NGcGM3
en modelos de metastasis pulmonares
espontaneas

Para estudiar la combinacion se empled del AcM 7A7
como terapia anti-REGF. La vacuna NGcGM3/VSSP y el AcM
14F7 se utilizaron como terapias anti-NGcGM3. En general,
la combinacion puede afectar o no el crecimiento del tumor
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primario asi como las macrometastasis pulmonares, pero en
ambos, el efecto es similar a la vacuna como monoterapia.
Sin embargo, e independientemente del tipo de terapia an-
ti-NGcGM3, su combinacién con el AcM anti-REGF incremen-
ta la supervivencia de los animales portadores de metastasis
pulmonares 3LL-D122y 4T1 (60 % vs. 40 %, respectivamente),
a diferencia de las monoterapias. Particularmente, la combi-
nacion de terapias pasivas (AcMs 7A7+14F7) reproduce par-
cialmente el efecto sinérgico, lo cual pudiera estar sustentado
por el corto periodo de permanencia de este anticuerpo en la
circulacion sanguinea. Estos resultados aportan datos que no
solo confirman la relevancia de estas moléculas para la biolo-
gia de estos tumores in vivo, sino refuerzan el valor del disefio
racional de la terapia combinada.

En el efecto de la inmunoterapia
combinada se demuestra la reduccion de
la senalizacion de las cascadas del REGF
y de la uPAR/integrina a5p1, asi como

la participacion de células del sistema
inmunitario

La activacion/sefializacion del REGF y la del complejo
UPAR/integrina a5B1 en las metastasis 3LL-D122, se deter-
mind a través de la técnica de citometria de flujo y la tincién
de inmunofluorescencia. En las metdstasis remanentes
(postratamientos), el tratamiento anti-REGF (AcM 7A7) en
combinacion con la vacuna NGcGM3/VSSP no modifica la
expresion del REGF, pero si reduce la fosforilacion del REGF
y de Stat3, lo cual puede estar mediado por la disminucion
de la expresion del complejo uPAR/integrina a5@1, via Src y
FAK. La baja expresion del gangliosido NGcGM3, por efecto
de la terapia combinada, contribuye a disminuir el reforza-
miento de la proliferacion tumoral via uPAR/integrina a5@31;
en consecuencia, se favorece la ruta del REGF y se rescata
la sensibilidad a terapias anti-REGF. El apagamiento simulta-
neo de ambas vias de sefalizacion, por efecto de la terapia
combinada, tiene como impacto funcional la reduccion de la
angiogénesis intratumoral y, por consiguiente, el incremento
de la supervivencia de los animales portadores de metasta-
sis 3LL-D122.

Adicionalmente, la eliminacién de las poblaciones celula-
res efectoras asociadas al efecto anti-metastasico tanto del
AcM 7A7 (TCD4*y TCD8*) como de la vacuna NGcGM3/VSSP
(células NK*), invalida por completo el efecto de la terapia
combinada en la supervivencia de los animales portadores de
metastasis 3LL-D122. Estos resultados sugieren que el efecto
sinérgico de la inmunoterapia combinada es el resultado de la
complementariedad de los mecanismos del sistema inmuni-
tario descritos para las monoterapias.
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Valor cientifico y practico

Elimpacto cientifico de este trabajo radica en la demostra-
cion, por vez primera, del efecto sinérgico de la combinacion
de las terapias anti-REGF y anti-NGcGM3 en el incremento de
la supervivencia de los animales portadores de metdastasis
pulmonares positivos para estos antigenos. Adicionalmente,
la terapia combinada redujo la expresion de diversas molé-
culas que participan en las vias de sefializacion del uPAR y la
integrina a5B1. Este resultado constituye un aporte al cono-
cimiento, al evidenciar que una terapia contra el gangliosido
NGcGM3 modula simultdneamente ambas cascadas y su
impacto funcional se traduce en la disminucion de la angio-
génesis intratumoral.

Como impacto practico, en primer lugar, las evidencias
anteriores sugieren la aplicacion de esquemas de combina-
cion contra estos blancos tumorales en la clinica, al conside-
rar, ademas, la coexpresion del REGF y el NGcGM3 como un
fendmeno relativamente frecuente en tumores de diferentes
localizaciones, segun se demuestra también en el presente
trabajo. En segundo lugar, la colocalizacién de ambos blan-
cos tumorales en dos modelos de metéstasis pulmonares
3LL-D122 y 4T1 permite la aplicacion de diversas estrategias
de combinaciones con el objetivo de minimizar la resistencia
descrita para las terapias anti-REGF.

Los resultados de este trabajo condujeron al inicio de dos
ensayos clinicos con la combinacién del preparado vacunal
NGcGMB3/VSSP y el anticuerpo monoclonal Nimotuzumab
(CIMAher®): pacientes con cancer avanzado de pulmoén de
células no pequefias CPCNP (ensayo exploratorio) y pacien-
tes con cancer de mama triple negativo metastasico (fase I1).
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