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La fusion entre un anticuerpo anti-HER2

y C5adesArg aumenta su internalizacion y
disminuye la fosforilacion intracelular en
células tumorales que sobreexpresan HER2.
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Resumen. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra HER2 han sido
utilizados con fines terapéuticos por mis de 20 anos. En el presente traba-
jo se exploraron algunos de los mecanismos involucrados en la funcionalidad
de células de la linea de cancer de mama SKBR-3, que sobre-expresa HER2,
tratadas con un anticuerpo recombinante anti-HER2 fusionado a la molécula
C5adesArg. Para ello, se estudiaron la internalizacion del complejo anticuerpo/
receptor, los niveles de fosforilacion intracelular de tirosina y la expresion de
la fosfatasa PTEN (del Inglés Phosphatase and Tesin Homologue, homoélogo de
tensina y fosfatasa), mediante la técnica de microscopia de fluorescencia. De
acuerdo a los resultados obtenidos, la capacidad de union del anticuerpo anti-
HER2/C5adesArg pareciera ser mayor, lo que podria estar mediado por la carga
catiénica de la molécula CSadesArg. Este incremento aparente no se asocio con
un incremento concomitante de la fosforilacion intracelular de tirosina, sugi-
riendo que la molécula C5adesArg pudiese interferir con la activacion de rutasy
mecanismos alternos de supervivencia/rescate celular, normalmente inducidos
por el tratamiento con el anticuerpo sin fusionar. La tendencia a una expresion
sostenida de PTEN en el contexto del tratamiento con anti-HER2/C5adesArg
sugiere que la molécula C5adesArg pudiera contribuir a la inhibicion de la fos-
forilacién de tirosina desencadenada por el anticuerpo sin fusionar. Estas obser-
vaciones aportan evidencias para un mejor entendimiento de los mecanismos
de muerte inducidos por anti-HER2/C5adesArg en esta linea celular.
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The fusion of C5adesArg to an anti-HER2 antibody increases
its internalization and reduces the antibody-induced tyrosine
phosphorylation in a HER2-overexpressing cell line.
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Abstract. Therapeutic antibodies against HER2, such as trastuzumab,
have been used in the treatment of breast cancer for over 20 years. In this
work, we explored some of the cellular mechanisms involved in the lethal ef-
fect of an anti-HER2/C5adesArg fusion antibody on a human breast cancer cell
line that over-expresses HER2 (SKBR-3). To this end, the internalization of the
HER2/Anti-HER2 complex, tyrosine phosphorylation levels, and PTEN (Phos-
phatase and Tesin Homologue) expression were measured using fluorescence
microscopy. We observed an increased trend in the binding of the anti-HER2/
C5adesArg antibody to the cell surface. Also, overall tyrosine phosphorylation
levels appeared increased in cells treated with the non-fused version of the an-
tibody, as opposed to what was observed in cells treated with the anti-HER2/
C5adesArg version. Additionally, our results point to a diminished expression of
PTEN in cells treated with the anti-HER2 (non-fused) antibody that did not oc-
cur in cells treated with anti-HER2/C5adesArg. Therefore, we presume that the
anti-HER2/C5adesArg binding capacity is higher, which could be mediated by
the cationic nature of the C5adesArg molecule. This increase does not seem to
be associated to a concomitant increase in intracellular tyrosine phosphoryla-
tion, suggesting that C5adesArg could also interfere with the activation of sur-
vival/recue pathways triggered by the antibody alone. The observed sustained
expression of PTEN could contribute to the inhibition of the intracellular phos-
phorylation induced by the antibody alone. These observations provide further
evidence for a better understanding of the mechanisms involved in the lethality
of anti-HER2/C5adesArg on this cell line.
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INTRODUCCION

El cancer de mama y otras neoplasias hu-
manas son el resultado de diferentes alteracio-
nes gendéticas que involucran mudltiples trans-
formaciones, las cuales incluyen alteraciones
secuenciales en la estructura o actividad de al-
gunos de los genes que controlan los procesos
de proliferacion y diferenciacion celular, llama-
dos proto-oncogenes (activaciéon) y en genes
encargados de la reparacion del dcido desoxi-
rribonucleico (ADN), la diferenciacion celular

y la apoptosis, denominados genes supresores
de tumores (inactivacion). Las alteraciones en
cualquiera de estos dos tipos de genes pueden
contribuir al desarrollo o progresion del feno-
tipo maligno (1). Tal es el caso del gen HER2/
erbB2/neu, ¢l cual codifica para el receptor de
desarrollo epidérmico humano tipo 2 (HER2) y
se encuentra sobre-expresado en aproximada-
mente el 30% de los casos de cancer de mama
humano. La sobreexpresion de este gen esta
relacionada con uno de los peores prondsticos
y resultados clinicos (2).
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Los anticuerpos monoclonales que hoy
en dia se utilizan en clinica deben su exis-
tencia a los avances en la ingenieria de an-
ticuerpos recombinantes que se derivaron
inicialmente a partir de la tecnologia de
hibridomas miuridos y de una mejor com-
prension de la naturaleza de la diversidad
de anticuerpos (3). El uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra HER2 es uno
de los enfoques mas prometedores para la
inhibicién de cascadas de senalizacion ini-
ciadas por este receptor, causando una dis-
minucion en la fosforilacion de HER2 y una
alta reduccion en la actividad de las vias de
transduccion PI3K y Ras/MAPK,; las cuales se
encuentran a su vez reguladas por la fosfata-
sa PTEN (del Inglés Phosphatase and Tesin
Homologue, homologo de tensina y fosfata-
sa) (4).

Por su parte el C5a, un péptido soluble
liberado después de la escision proteolitica
de C5 durante la activacion de la cascada
del complemento, es un potente quimioatra-
yente y activador de leucocitos polimorfonu-
cleares (PMNs). C5a recluta PMNs hacia los
sitios de inflamacion y prolonga su supervi-
vencia (5, 6). Una enzima carboxipeptidasa
presente en el plasma sanguineo humano
elimina la arginina carboxi-terminal de C5a,
convirtiéndolo en C5adesArg. El CSadesArg
humano conserva la mayoria de las propieda-
des biol6gicas de C5a, pero en gran medida
pierde su actividad espasmogénica / anafila-
toxica (7).

Fuenmayor y col. en el afio 2010 (8) re-
portaron la fusion genética de C5adesArg a
un anticuerpo recombinante anti-HER2. La
proteina de fusion resultante exhibié la ca-
pacidad de enlazar y activar el receptor de
C5a (C5aR), y de atraer células inmunita-
rias. Adicionalmente, este anticuerpo fusio-
nado mostré una alta actividad anti-prolife-
rativa y de induccion de muerte en células
tumorales que sobreexpresan HER2 in vitro,
a través de mecanismos que no han sido es-
clarecidos. Por lo expuesto, en el siguiente
trabajo se exploraron algunos de los meca-
nismos involucrados en la funcionalidad de

células de cancer de mama que sobreexpre-
san el receptor HER2 que fueron tratadas
con el anticuerpo recombinante fuisonado a
CSadesArg. Los mecanismos de interés fue-
ron la internalizacién del complejo HER2/
Anti-HER2, los niveles de fosforilacién intra-
celular en tirosina y la actividad de la fosfa-
tasa PTEN.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular y montaje: Se utilizaron
células SKBR-3 (adenocarcinoma mamario
de origen humano que sobre-expresa HER2),
obtenidas comercialmente de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (American Type
Culture Collection ATCC, EUA), las cuales se
descongelaron y se cultivaron en condicio-
nes de esterilidad, a 37°C en frascos de 25
cm? de superficie (T-25) en medio de culti-
vo McCoy”s 5A (Gibco, EUA), suplementado
con suero fetal bovino al 5% (SFB, Gibco),
L-glutamina (250mM) (Sigma-Aldrich, EUA)
y una mezcla de antibiético-antimicético al
1% (100 U/mL) (Gibco, EUA). Se cre6 una
superficie de adherencia celular en ldminas
cubreobjetos previamente esterilizadas, para
luego colocarlas en placas de cultivo de 6 po-
z0s. Esto se hizo agregando 200 ul. de Poli-
D-Lisina 0,1mg/mL (Sigma, EUA) en cada
lamina cubreobjeto e incubando durante 2
horas a temperatura ambiente. Se lavo 3 ve-
ces con tampon fosfato salino (PBS) y a cada
lamina se le agregd la suspension celular a
razén de 1 x 10° ¢élulas por lamina y se incu-
b6 a 37°C'y 5% de CO,. Previo a la aplicacion
de los tratamientos, se retird el medio suple-
mentado y se adicionaron 1000 L. de medio
McCoy’s sin suplementar; para sincronizar
el ciclo celular de las células adheridas en la
lamina cubreobjeto, se dejé 1 hora a 37°C,
se retir6 el medio no suplementado y se adi-
ciond de nuevo medio suplementado duran-
te 12 horas para su recuperacion.

Tratamiento con anticuerpos modifi-
cados: Las células previamente sincroniza-
das se trataron con anticuerpos recombinan-
tes modificados (IgG3 humana anti-HER2
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fusionada a C5adesArg e 1¢G3 humana anti-
HER?2 sin fusionar [8]), a una concentracion
de 1 pg/mL durante 90 minutos. Transcu-
rrido este tiempo se retiré el tratamiento,
se lavaron 3 veces con PBS vy se fijaron con
gases de Formaldehido al 40% (Merck, Ale-
mania).

Tincion por inmunofluorescencia (IF)
y visualizaciéon de laminas al microscopio
de epi-fluorescencia: Las laminas cubreob-
jeto con las células previamente fijadas se
colocaron en camara himeda y se procedio6
a permeabilizar con triton X-100 (Sigma,
EUA) al 0,1% por 5 minutos. Posterior al
lavado con PBS, las laminas se bloquearon
en una solucién de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma, EUA) al 3% con Triton X-100
al 0,1% durante 60 minutos. Mientras, se
realizaron diluciones de los anticuerpos pri-
marios de marcaje (anti-P-tyr 4G10 hecho
en ratén, 1:200; anti-PTEN producido en
conejo, 1:200 y anti-IgG3 humana produci-
da en ratén, 1:1000), todos de la casa co-
mercial Cell Signaling (EUA). Transcurrido
el tiempo de bloqueo, se retiré el excedente
y se adicionaron 50 ul de las diluciones de
anticuerpos primarios durante 60 minutos y
se lavaron 3 veces con PBS. Se prepararon
diluciones de los anticuerpos secundarios
anti-conejo FITC (1:200) y anti-raton PE
(1:200), de la casa comercial Cell Signaling
(EUA); se adicionaron 50 ulL a las laminas
cubreobjeto y se dejaron 60 minutos en os-
curidad. A continuacién, se lavaron 3 veces
con PBS y se agregd medio de montaje con
diamino-fenol-indol (DAPI), para colorear
los nacleos. Posteriormente, se procedio a
observar las ldminas en un microscopio de
Epi-fluorescencia Nikon Eclipse CI (Software
NIS-Elements) y se prepar6 una galeria de
fotos con distintos filtros: azul (1 °,_420-495
nm), verde (1°,_510-560 nm) y rojo (1°,_
590-650 nm) en cada tratamiento, tomando
5 campos, en cada uno de los cuales se en-
contraban al menos 10 células, para un total
de 50 células analizadas por tratamiento.

Analisis de fotografias y organizacion
de datos: El andlisis de la galeria de fotos

mencionada arriba, se realiz6 con el pro-
grama ImageJ (9), delimitando 3 zonas ce-
lulares: nacleo, citoplasma y membrana y
tomando las siguientes medidas por pixeles:
nucleo y citoplasma, 80 pixeles y membra-
na, 21 pixeles. Los datos obtenidos fueron
trasladados al programa Prisma version 6.0
de GraphPad (EUA), y se organizaron segiin
las zonas celulares y los tratamientos. Se
realiz6 una matriz con los datos obtenidos
se promediaron las medidas de fluorescencia
de cada zona por célula y se graficaron como
un tnico valor para un total de 50 puntos
por zona, cada uno de los cuales representd
el valor de la fluorescencia para esa zona, de
una célula en particular.

RESULTADOS

Internalizaciéon del anticuerpo anti-
HER2/C5adesArg. En el ensayo mostrado en
la Fig. 1, se evaluo la capacidad de internali-
zacion de los anticuerpos [¢G3 humana anti-
HER2/C5adesArg e [¢G3 humana anti-HER2
sin fusionar. Se muestran los resultados ob-
tenidos bajo la tincion de inmunofluorescen-
cia. En la Fig. 1A se puede observar que en la
imagen correspondiente al control de células
sin tratamiento (CTR), solo se observa la tin-
cion del nicleo con el marcador DAPI (color
azul). En el tratamiento con la IgG3 humana
anti-HER2 usada como referencia de interna-
lizacion del anticuerpo, la sefal resulté muy
débil, probablemente debido a las bajas con-
centraciones de anticuerpo utilizadas. Con-
centraciones equivalentes de este anticuerpo
evaluadas mediante la técnica de citometria
de flujo mostraron un enlace evidente del an-
ticuerpo a la superticie de las células SKBR-3
(datos no mostrados). Por otra parte, ¢l trata-
miento con la [§G3 humana anti-HER2/CSa-
desArg mostré una sefial claramente visible
tanto en la membrana como en el citoplasma
de las células. La evaluacion a tiempos meno-
res de tratamiento no arrojé senal alguna en
ninguno de los casos.

En la Fig. 1B se observa la cuantifica-
ciéon de la poblacién celular analizada en

Investigacion Clinica 60(2): 2019



La fusion entre un anticuerpo anti-HER2 y C5adesArg aumenta su internalizacion

121

A

humana ant-HER2
% 250+ Membrana 1500- Citoplasma 1000- Ndcleo
ks
S 200 ad 800-
4 ‘i 10004 Aa
3 150 A, s 600- .
o Aaad AA
v 1001 Aalaa g 400 A, Ak
s A v i
i [ 1] A a
T’.; 50 ) AAAA AAAA 2504 -ﬁ- ‘f Af‘ %28- ML #
5 o-m .. A8 A LA BERRE  C<iie
< Ctr IgG3 IgG3-C5ada Ctr IgG3  1gG3-C5ada Ctr IgG3 IgG3-C5ada

Fig. 1.

Internalizaciéon de anticuerpos recombinantes Anti-HER2. 1A. Marcaje por Inmunofluorescencia,

donde se visualiza la internalizacion del anticuerpo recombinante anti-HER2/C5adesArg, en células
SKBR-3 (adenocarcinoma mamario de origen humano, con sobreexpresion del receptor HER2), en un
tiempo de 90 minutos a una concentracion de 1 p ¢/mL. El tratamiento con un anticuerpo inespeci-
fico del mismo isotipo result6 en una senal idéntica a la del control sin tratar. Aumento de 40X. 1B.
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia encontrada en la region indicada para cada célula

(50 células, N=1).

cada uno de los compartimientos celulares
indicados: membrana, citoplasma y ntcleo.
El analisis de estos valores arrojé una tenden-
cia diferencial entre la sefial de anticuerpo
obtenida para el cultivo de células tratadas
con anti-HER2/C5adesArg y la intensidad
de fluorescencia obtenida en el cultivo tra-
tado con el mismo anticuerpo sin fusionar,
tanto en la membrana celular como en el ci-
toplasma y el nacleo. El tratamiento con el
anticuerpo anti-HER2/C5adesArg mostro la
mayor intensidad de fluorescencia.
Fosforilacién intracelular en tirosina
en células SKBR-3 tratadas con los anti-
cuerpos recombinantes. De manera cua-
litativa, se pudo observar (Fig. 2A) que la
fosforilacion intracelular en tirosina de las

células tumorales SKBR-3 difiri6 al ser tra-
tadas con el anticuerpos recombinante anti-
HER2 o anti-HER2/C5sdesArg. En la imagen
correspondiente al control de células sin
tratamiento (CTR) se observé que el estado
basal de fosforilacion intracelular en tirosina
presenta una menor intensidad de fluores-
cencia que la observada al ser tratadas con
el anticuerpo anti-HER2 sin fusionar. Por su
parte, al tratar con el anticuerpo anti-HER2/
CSadesArg, se observd un comportamien-
to similar al de las células sin tratamiento
(CTR).

En la Fig. 2B, se observa la grafica que
sirvi6 para el analisis cuantitativo descriptivo
de la poblacion celular mostrada en la Fig. 2A.
En la zona de la membrana se encontraron
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Fig. 2. Fosforilacion intracelular en tirosina de células tumorales positivas para HER2 tratadas con an-
ticuerpos recombinantes. 2A. Tincion por inmunofluorescencia del estado general de fosforilacion
intracelular en tirosina de células tumorales positivas para HER2 (SKBR-3), al ser tratadas durante
90 minutos con anticuerpos recombinantes dirigidos contra el receptor HER2. El tratamiento con

un anticuerpo inespecifico del mismo isotipo resulté en una sefial idéntica a la del control sin tratar.
Aumento 40X. 2B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia encontrada en la region indicada

para cada célula (50 células, N=1).

diferencias entre la intensidad de la senal de
fosforilacion en tirosina obtenida al incubar
en presencia de los anticuerpos anti-HER2 y el
control, a diferencia de lo observado al com-
parar con el anticuerpo anti-HER2/C5adesArg.
[gualmente, en la zona del citoplasma la incu-
bacion en presencia del anticuerpo anti-HER2
sin fusionar presenta altos niveles de fosfoti-
rosina (pTyr), que se muestran diferentes a lo
observado en las células tratadas con el anti-
cuerpo anti-HER2/C5adesArg o en las células
sin tratamiento (CTR). En el nticleo, las células
tratadas con el anticuerpo anti-HER2 sin fusio-
nar también presentaron un alto nivel de fos-
forilacion en tirosina, a diferencia de lo obser-
vado en las células tratadas con el anticuerpo
anti-HER2/C5adesArg y el control.

Niveles de expresion de la fosfatasa
PTEN. En la imagen de los cultivos celulares
del control (CTR) se muestra la intensidad de
la sefial de la fosfatasa en estado basal (color
verde) como una sefal bien definida en la peri-
feria del citoplasma. Cualitativamente, las cé-
lulas tratadas con el anticuerpo anti-HER2 sin
fusionar muestran una tendencia a disminuir
la senial de la fosfatasa PTEN en comparacion al
control y a las tratadas con el anticuerpo anti-
HER2/C5adesArg. Por su parte, el tratamiento
con el anticuerpo anti-HER2/C5adesArg, a pe-
sar de presentar una localizacion citoplasmati-
ca mas difusa, muestra un comportamiento si-
milar al control, como se muestra en la Fig. 3A.

Se puede observar en la Fig. 3B un ana-
lisis cuantitativo de los datos obtenidos de
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Fig. 3. Expresion de la fosfatasa PTEN. 3A. Tincién por inmunofluorescencia para determinar la expresion
de la fosfatasa PTEN en células tumorales positivas para HER2 (SKBR-3), al ser tratadas durante 90
minutos con anticuerpos recombinantes modificados dirigidos contra el receptor HER2. El trata-
miento con un anticuerpo inespecifico del mismo isotipo resulté en una senal idéntica a la del control
sin tratar. Aumento de 40X. 3B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia encontrada en la
region indicada para cada célula (50 células, N=1).

la Fig. 3A. Las membranas de las células sin
tratamiento (CTR) y de las tratadas con el
anticuerpo anti-HER2/CSadesArg no mos-
traron tendencias significativas en cuanto a
la intensidad de la sefial para PTEN registra-
da por inmunofluorescencia, diferente a lo
observado con el anticuerpo anti-HER2 sin
fusionar, donde la sefal parece menor. En
la zona del citoplasma también se observo
este comportamiento entre la intensidad
de la senal de PTEN vy el tratamiento con el
anticuerpo anti-HER2/C5adesArg o las célu-
las sin tratamiento. El ntcleo de las células
tratadas con el anticuerpo anti-HER2/C5a-
desArg y el de las células sin tratamiento
tampoco presentaron diferencias en cuanto
a los niveles de expresion de PTEN, contra-

rio a lo observado al tratar las células con el
anticuerpo anti-HER2 sin fusionar, donde la
senal fue menor.

DISCUSION

Con la idea de caracterizar la actividad
biolégica de posibles nuevas terapias contra
células tumorales que sobreexpresan el an-
tigeno HER2, en este trabajo se exploraron
algunos de los mecanismos involucrados en
la funcién de células de cancer de mama
SKBR-3 tratadas con anticuerpos recom-
binantes, tales como la internalizacion de
los anticuerpos, los niveles de fosforilacién
intracelular en tirosina y la expresion de la
fosfatasa PTEN.
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La internalizacién mediada por recep-
tores es un paso crucial en el suministro in-
tracelular dirigido por agentes terapéuticos.
Asi, la eficacia de ciertas terapias basadas en
anticuerpos, incluyendo la de anticuerpos
conjugados, depende no solo de la afinidad y
especificidad de union al antigeno, sino tam-
bién de la capacidad de internalizacion de
los mismos. Por ejemplo, el efecto terapéu-
tico de algunos agentes citotoxicos puede
ser mejorado cuando estos se conjugan a un
anticuerpo con un alto nivel de internaliza-
cion, disminuyendo ademads los efectos se-
cundarios no deseados (11). El trastuzumab,
un anticuerpo monoclonal humanizado de
uso clinico dirigido contra el receptor de ti-
rosina quinasa HER2, no induce la endocito-
sis temprana del receptor HER2, mostrando
que puede llegar a internalizarse, pero en pe-
riodos mayores a las 24 horas (12, 13).

Uno de los resultados mas interesantes
del presente trabajo es la internalizacion
temprana del anticuerpo anti-HER2/C5a-
desArg, mostrandose que a los 90 min ya se
detecta tanto en el citoplasma como en el
nucleo. Los mecanismos mediante los cua-
les esta version modificada del anticuerpo
podria estar aumentando su internalizacion,
no fueron abordados en este estudio. Sin em-
bargo, es probable que la fusion a C5adesArg
promueva una interaccién mas estable en la
membranay por ello una internalizacion mas
temprana en comparacion a lo ya reportado
para el anticuerpo humanizado trastuzumab
y a lo observado para este mismo anticuer-
po sin fusionar. Ademas, podemos sugerir
que la molécula C5adesArg pudiera afectar
positivamente el enlace del anticuerpo a la
superficie celular, ya que en comparacion
con ¢l anticuerpo recombinante anti-HER2
no fusionado usado en esta investigacion,
el anticuerpo fusionado parecié acumularse
sobre la membrana de las células tumora-
les SKBR-3. El uso de péptidos o moléculas
catiénicas, unidos a proteinas de este tipo,
incrementa su endocitosis intracelular tanto
in vitro como in vivo (14, 15), siendo esta
una estrategia para provocar la internaliza-

cion temprana de este tipo de moléculas.
También se ha observado que la carga neta
positiva en péptidos como el CSadesArg, se
correlaciona con una mayor eficiencia de in-
ternalizacion celular cuando se anaden a los
cultivos celulares, mostrando una mayor ad-
hesion a la superficie celular (15).

Por otra parte, las membranas de mu-
chas células cancerosas contienen mucinas
O-glicosiladas. Estas glicoproteinas crean
una carga negativa adicional sobre la super-
ficie de la célula cancerosa. Por lo tanto, no
se descarta la posibilidad de que el mayor
potencial negativo de la membrana de las
células cancerosas, en comparacion con el
de las células no cancerosas, también con-
tribuya a la actividad litica selectiva de pép-
tidos cationicos como el CSadesArg (16).
Otra explicaciéon posible a las diferentes
susceptibilidades de las células cancerosas
a péptidos catiénicos, se basa en el niimero
relativamente elevado de microvellosidades
en las células tumorales en comparacion
con las células normales (17). Esto aumenta
el area superficial de las membranas celu-
lares tumorales y permite la uniéon de una
mayor cantidad de péptidos. Es probable
entonces que este anticuerpo modificado,
que contiene un péptido con carga cationi-
ca (C5adesArg), esté causando una interac-
cién mucho mas estable en la membrana,
que le permita ser acumulado y por ende
mas frecuentemente internalizado y de esta
manera se detecte con mayor intensidad en
el citoplasma y el nicleo de las células tu-
morales. Una vez internalizado, el anticuer-
po anti-HER2/C5adesArg podria interactuar
tanto con su blanco terapéutico, el receptor
HER2, como con membranas internas, in-
terfiriendo con funciones biolégicas impor-
tantes, lo que ayudaria a explicar su mayor
letalidad celular y su capacidad de interferir
con la fosforilacién intracelular inducida por
el tratamiento con anticuerpos.

Por su parte, la fosforilacion intracelu-
lar esta involucrada en diversas funciones
tales como la activacion de cascadas de se-
nalizacion implicadas en la proliferacion ce-
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lular, la actividad enzimatica, los procesos
de rescate celular y la migracion celular. La
fosforilacion de proteinas en residuos de ti-
rosina constituye al menos un 0,01% de la
fosforilacion intracelular total, funcién en
la que son participes algunas quinasas regu-
ladoras del ciclo celular y otras familias de
quinasas activadas por mitégenos (MAPK).
La fosforilacién en tirosina puede ser el in-
dicador primario, o incluso exclusivo, de la
transduccion de senales en organismos mul-
ticelulares. Los receptores tirosina quinasa
(RTKs), tales como HER2, participan en la
senalizacién transmembrana, mientras que
otras tirosina quinasas intracelulares parti-
cipan en diversas sefiales dentro de la célula,
incluyendo la transduccion de senales al ni-
cleo (18).

En nuestros resultados encontramos
evidencias que sugieren que, atn a bajas
concentraciones, el enlace del anticuerpo
tiene un efecto importante sobre la célula
tumoral, lo cual resulta particularmente in-
teresante para el estudio de los posibles me-
canismos de generacion de resistencia a la
terapia en lugares del tumor donde las con-
centraciones de anticuerpo pudieran estar
limitadas. Por consiguiente, este incremen-
to puede relacionarse entonces con una res-
puesta celular particular al tratamiento con
el anticuerpo, que puede depender tanto de
su especificidad como de las concentracio-
nes empleadas. Este resultado no fue del
todo inesperado, ya que otros anticuerpos
terapéuticos son capaces de activar diversas
cascadas intracelulares después de su enlace
al receptor correspondiente. Por ejemplo, el
tratamiento de células tumorales que sobre-
expresan HER2 con el anticuerpo terapéu-
tico trastuzumab favorece la activacion de
un bucle de retroalimentaciéon que aumenta
la produccion de la proteina ADAM17, una
proteasa que a su vez libera factores de cre-
cimiento. Estos factores de crecimiento fa-
vorecen la formacion de dimeros entre HER2
y otros miembros de la familia de receptores
epidérmicos humanos, de tal manera que
mantienen la activacion de HER2 y la super-

vivencia celular, a través de la dimerizacion
con EGFR, HER3, y HER4. Este bucle de re-
troalimentacion puede estar entre las cau-
sas que permiten que células de cancer de
mama HER2-positivas se hagan resistentes a
este tratamiento (19).

PTEN es una de las fosfatasas lipidicas
encargadas de la desfosforilacion de la via
PI3K iniciada por HER2, por lo que posee
una funcion regulatoria de muchos procesos
celulares iniciados por cascadas de fosfori-
lacién en tirosina, tales como: crecimiento,
adhesion, migracion, invasiéon y apoptosis.
Es ademas uno de los supresores tumora-
les mas frecuentemente mutados en cancer
(10). Adicionalmente, la expresion de PTEN
suprime la migracion de una variedad de ti-
pos celulares, que incluyen fibroblastos hu-
manos primarios, fibroblastos de ratén no
transformados y células tumorales. La so-
bre-expresion de esta fosfatasa inhibe la mi-
gracion celular, pudiendo esta inhibicion ir
acompanada de efectos transitorios sobre la
adhesion y propagacion celular, reduciéndo-
se el namero de contactos focales, contactos
especializados que median la adhesion célu-
la-sustrato, alterandose el citoesqueleto de
actina (20). Nuestros resultados mostraron
una tendencia a la disminucion en la expre-
sion de la fosfatasa PTEN en las células tra-
tadas con el anticuerpo monoclonal humano
anti-HER2 (sin fusionar), adn a concentra-
ciones cuya unién a la membrana es practi-
camente imperceptible con la técnica de mi-
croscopia de fluorescencia utilizada, lo cual
refuerza el resultado obtenido para el esta-
do de fosforilacion intracelular en tirosina.
Nuevamente surge entonces la interrogante
sobre los posibles efectos de la exposicion de
células tumorales que sobreexpresan HER2
a bajas concentraciones de anticuerpos anti-
HER?2 sobre la expresion de PTEN no mutado
y sus consecuencias en la migracion de la cé-
lula tumoral y su proliferacion.

En cuanto a la aparente ausencia del
fenémeno de activacion celular al tratar las
células tumorales con el anticuerpo anti-
HER2/C5adesarg, es posible que la molécula

Vol. 60(2): 117 - 127, 2019



126

Albornoz-Loaiza y col.

CSadesarg pudiese interferir negativamente
con el aumento de la fosforilacion intracelu-
lar, evitando la activacién de rutas y meca-
nismos como los ya mencionados. La falta de
respuesta de fosforilacién en tirosina al tra-
tamiento con el anticuerpo fusionado a C5a-
desArg pudiera interpretarse también como
una falla técnica; sin embargo, estas mismas
células mostraron un incremento importan-
te en los niveles de enlace a la membrana
celular, lo que ademas puede contribuir a la
mayor capacidad de internalizacién del anti-
cuerpo. Por lo tanto, y tomando en cuenta su
letalidad, consideramos que el tratamiento
con el anticuerpo anti-HER2/C5adesArg (8)
podria tener un efecto sobre la supervivencia
de las células tumorales que es al menos en
parte debido a su capacidad de inhibir cas-
cadas de senalizaciéon concomitantes que
se inician a partir del enlace de la porcion
variable del anticuerpo a HER2. Asi, el efec-
to letal del anticuerpo no podria ser contra-
rrestado mediante la activacion de cascadas
alternativas cuando este se encuentre conju-
gado a la anafilatoxina. Esta capacidad inhi-
bitoria podria también estar relacionada con
los niveles incrementados de internalizacion
observados con el anti-HER2/C5adesArg, el
cual, una vez dentro de la célula, podria mo-
dificar funciones celulares importantes me-
diante mecanismos atin no descritos.

Con respecto a la expresion de PTEN
en las células tratadas con anti-HER2/C5a-
desarg, se observé un comportamiento simi-
lar al de las células sin tratamiento (CTR)
pero en presencia de una alta sefial de enla-
ce e internalizaciéon. Sin embargo, este com-
portamiento no implica que la ¢élula no res-
pondi6, por lo que seria importante evaluar
la actividad de esta proteina a periodos de
tiempos mayores para corroborar su estatus
intracelular. En cualquier caso, niveles de
PTEN comparativamente mas altos que los
registrados para las células tratadas con el
anticuerpo sin fusionar podrian promover la
activacion de vias de muerte celular como la
apoptosis o la autofagia.

A pesar de que el trabajo posee la li-
mitante de tratarse de un experimento ex-
ploratorio, muestra resultados inéditos, ya
que este tipo de respuesta normalmente no
se observa al tratar células tumorales con
concentraciones tan bajas de anticuerpo.
Hemos realizado ensayos similares con el
anticuerpo terapéutico comercial trastuzu-
mab (datos no mostrados), que requirieron
una concentracion 100 veces mayor para
observar resultados positivos como los aqui
encontrados. Esta experiencia también nos
genera confianza respecto a la reproducibili-
dad de los resultados encontrados en el pre-
sente trabajo.

Por Gitimo, seria interesante evaluar los
efectos de ambos tratamientos (anticuerpo
fusionado y sin fusionar) sobre los mecanis-
mos de rescate celular como la autofagia y
sobre cascadas de senalizacion especificas
asociadas a migracion. Adicionalmente, se-
ria importante evaluar el estado de fosfori-
lacion de HER2, PI3k y Akt y la actividad de
PTEN, en respuesta a diferentes concentra-
ciones del anticuerpo anti-HER2/C5adesArg
y estudiar su posible relacion con el desarro-
llo de resistencia al tratamiento con anti-
cuerpos terapéuticos. Algunos de estos ensa-
yos estan siendo llevados a cabo en nuestro
laboratorio.
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