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1. RECEPTORES TIROSINA QUINASA DE LA FAMILIA ErbB/HER 

1.1. Componentes de la familia 

La familia ErbB/HER de receptores tirosina quinasa (RTK, receptor tyrosine 

kinase) incluye el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, epidermal 

growth factor receptor), también denominado HER1 (human epidermal growth factor 

receptor 1, receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 1) o ErbB1 (avian 

erythroblastic leukemia viral oncogene homolog, homólogo del oncogén viral de la 

leucemia eritroblástica aviar), HER2/ErbB2/neu, HER3/ErbB3 y HER4/ErbB4. Estos 

receptores se expresan fisiológicamente en tejido epitelial, mesenquimal, cardíaco y 

neuronal (Olayioye et al., 2000). El miembro fundador de esta familia de RTKs fue 

EGFR, descubierto en 1982 por Stanley Cohen y colaboradores (Cohen et al., 

1982). Posteriormente fueron descubiertos los otros miembros de la familia: HER2 

(Coussens et al., 1985), HER3 (Kraus et al., 1989) y finalmente, HER4 (Plowman et 

al., 1993). La denominación de esta familia se basó en la homología que presentaba 

EGFR con la proteína v-erbB (avian erythroblastic leukemia viral, leucemia 

eritroblástica aviar viral), producto del oncogén del virus de la leucemia eritroblástica 

aviar (Downward et al., 1984).  

1.2. Estructura 

Todos los receptores de la familia ErbB/HER poseen la misma estructura 

molecular. Estos receptores constan de un gran dominio extracelular (ECD, 

extracellular domain), un solo segmento transmembrana hidrofóbico y un dominio 

intracelular que consta a su vez de un dominio yuxtamembrana, un dominio tirosina 

quinasa y una cola C-terminal rica en residuos tirosina (Figura 1). El dominio 

extracelular está formado a su vez por cuatro subdominios, denominados dominios 

I-IV, que se reorganizan en dos conformaciones diferentes en función de la 

presencia o ausencia del ligando (Burgess et al., 2003). Los dominios I y III, que son 

segmentos ricos en leucina, tienen plegamiento β-helicoidal y representan las 

regiones de unión al ligando. El dominio II, donde está presente el brazo de 

dimerización, participa en la formación de homo- y heterodímeros entre los 

miembros de la familia ErbB/HER (Lemmon & Schlessinger, 2010; Yarden, 2001). 



Introducción 

20 

 

Figura 1. Representación de la estructura de los miembros de la familia ErbB/HER. Esta 
familia está formada por cuatro miembros. Cada miembro está compuesto por una región 
extracelular, una región transmembrana y una región intracelular. La región extracelular, a su 
vez, está formada por cuatro subdominios (I-IV). La región intracelular contiene el dominio 
yuxtamembrana, el dominio tirosina quinasa y la cola C-terminal con residuos fosforilables.  
 

 
 

1.3. Activación 

En ausencia de ligando, una interacción intramolecular entre los dominios II y 

IV mantiene una conformación inactiva o cerrada (Cho & Leahy, 2002). En 

presencia de ligando, los receptores adquieren una conformación activa o abierta en 

la que la reubicación de los dominios I y III dan como resultado la formación de un 

bolsillo de unión al ligando que permite interacciones entre estos dominios y una 

única molécula de ligando. Además, en el dominio II, el brazo de dimerización queda 

expuesto, lo que le permite interactuar con otro monómero para formar dímeros 

(Figura 2) (Burgess et al., 2003).  

Cuando el ligando se une a los receptores ErbB/HER, se produce un cambio 

conformacional de los mismos adquiriendo las conformaciones activas e 

interaccionando de manera antiparalela entre sus dominios II a través del brazo de 

dimerización. Debido a esto, los dos dominios quinasa tienen una interacción 

asimétrica de "cabeza a cola" en la que una quinasa activa alostéricamente a la 

otra. Luego, el dominio quinasa activado cataliza la transfosforilación de los residuos 

de tirosina de la cola C-terminal del monómero asociado (Zhang et al., 2006). 

Además, se producen autofosforilaciones y transfosforilaciones recíprocas entre los 

componentes del dímero de receptores ErbB/HER. Estos residuos fosforilados crean 

sitios de acoplamiento para proteínas adaptadoras involucradas en las vías de 
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señalización aguas abajo. La asociación puede darse entre monómeros del mismo 

receptor (homodimerización) o con otro miembro de la familia ErbB/HER 

(heterodimerización) (Linggi & Carpenter, 2006; Roskoski, 2014a; Zhang et al., 

2006).  

A pesar de que el mecanismo de activación es similar entre los receptores 

ErbB/HER, existen algunas peculiaridades entre los miembros de la familia. HER3 

tiene una actividad quinasa débil. Es capaz de unir ATP y autofosforilarse, pero no 

de fosforilar sustratos exógenos (Jura et al., 2009; Shi et al., 2010). HER3 a su vez 

no se creía capaz de formar homodímeros (Berger et al., 2004). Sin embargo, 

recientemente se han descrito homodímeros de HER3 (Pawar & Sengupta, 2019; 

Steinkamp et al., 2014; Váradi et al., 2019), aunque aparentemente no son 

funcionales debido a la débil actividad quinasa de HER3. A pesar de ello, HER3 

dimeriza con otros miembros de la familia ErbB/HER, preferentemente HER2. 

Además, también se ha visto que HER2 y HER3 pueden formar heterodímeros 

independientes de ligando en células HER2 positivas (Junttila et al., 2009). Por su 

parte, HER2 difiere significativamente de los otros miembros de la familia ErbB/HER 

en que no tiene ligando conocido y existe en una confirmación abierta y 

parcialmente activa, observándose también homodímeros de HER2 en las células 

que sobreexpresan HER2 (Olayioye et al., 2000; Roskoski, 2014b). 

 

Figura 2. Representación esquemática de los cambios estructurales y la activación de los 
receptores ErbB/HER. Cuando el ligando se une a los subdominios I y III se induce un cambio 
conformacional en el dominio extracelular, quedando el brazo de dimerización expuesto. Gracias 
a ello, el receptor puede dimerizar con otro miembro de la familia en conformación abierta 
(heterodimerización) u otro receptor idéntico (homodimerización). 
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1.4. Ligandos de los receptores ErbB/HER 

Los ligandos de los receptores de la familia ErbB/HER pertenecen a la familia 

del factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor) y se sintetizan 

como proteínas integrales de membrana. Estos precursores de ligandos constan de 

un componente extracelular, un segmento transmembrana y una pequeña porción 

intracelular (Gullick, 2001). Una característica de toda la familia de ligandos 

peptídicos EGF es que comparten un dominio EGF de aproximadamente 50 

aminoácidos que es necesario y suficiente para la activación de los receptores 

ErbB/HER (Barbacci et al., 1995). La región extracelular de los precursores es 

escindida proteolíticamente por proteasas, principalmente miembros de la familia 

ADAM (a disintegrin and metalloprotease), liberando la forma soluble activa de la 

superficie celular al medio extracelular (Blobel, 2005; Massague & Pandiella, 1993; 

Schafer et al., 2004). Las formas maduras solubles liberadas son entonces capaces 

de unirse a receptores de la propia célula que los sintetizan (señalización autocrina) 

o de células próximas (señalización paracrina). Sin embargo, los precursores 

anclados a la membrana plasmática pueden ser también funcionales, ya que en 

ciertos casos son capaces de unirse a receptores ErbB/HER de células adyacentes, 

por lo que estarían implicados en señalización yuxtacrina (Massagué, 1990; 

Massague & Pandiella, 1993).  

Existe un gran número de ligandos de la familia EGF para los receptores 

ErbB/HER que poseen distinta afinidad por los receptores y cada uno de ellos 

presenta un patrón de expresión distinto, tanto durante el desarrollo embrionario 

como en los diferentes tipos de tejidos adultos. Dentro de la familia de ligandos se 

distinguen tres grupos en función a sus capacidades de unir y activar a los distintos 

receptores ErbB/HER (Figura 3) (Alroy & Yarden, 1997; Burden & Yarden, 1997; 

Kinugasa et al., 2004; Riese & Stern, 1998). 

• Aparte del propio EGF, el factor de crecimiento y transformación de tipo α 

(TGFα, transforming growth factor α), la anfiregulina (AR, amphiregulin) y el 

epigen (EPG, epithelial mitogen) se unen únicamente a EGFR. 

• La betacelulina (BTC, betacellulin), el factor de crecimiento similar a EGF de 

unión a heparina (HB-EGF, heparin-binding EGF-like growth factor) y la 

epiregulina (EPR, epiregulin) pueden activar tanto a EGFR como a HER4. 
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• La tercera categoría incluye todas las neurregulinas (NRGs). Las NRG1 y 

NRG2 tienen capacidad de unión a HER3 y HER4. Por otra parte, las NRG3 y 

NRG4 se unen únicamente a HER4. También se ha descrito que el 

proteoglicano 5 condroitín sulfato (CSPG5, chondroitin sulfate proteoglycan 5) 

o también conocido como neuroglicano C (NGC, neuroglycan C) tiene 

capacidad de unión a HER3 (Kinugasa et al., 2004). 

Se ha demostrado que los ligandos de la familia EGF pueden desencadenar 

diferentes efectos tras su señalización aguas abajo. Por ejemplo EGF, HB-EGF y 

BTC promueven la degradación del receptor y un pulso de señalización más corto, 

en contraste con TGFα, AR, EPR y EPG, que promueven el reciclaje del receptor y 

una señal mantenida (Mitchell et al., 2018). 

 

Figura 3. Ligandos de la familia del EGF que interaccionan con los receptores ErbB/HER. 
Los ligandos de los receptores de la familia ErbB/HER pertenecen a la familia del EGF. Cada uno 
de ellos se une específicamente a distintos receptores. Dos peculiaridades importantes de esta 
familia es que HER2 no tiene ligando conocido y el receptor HER3 posee una actividad tirosina 
quinasa débil.  
 

1.5. Vías de señalización  

Los residuos de fosfotirosina de la cola C-terminal de los receptores 

ErbB/HER proporcionan sitios de unión y anclaje para proteínas adaptadoras que 
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reclutan a otras proteínas transductoras o que bien actúan directamente como 

enzimas, mediando la activación aguas abajo de vías de señalización. Las 

principales rutas de señalización activadas por los receptores ErbB/HER son la vía 

de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, phosphatidyl inositol 3-kinase), la de las 

proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs, mitogen activated protein 

kinase), la de las proteínas transductoras de señales y activadoras de la 

transcripción (STAT, signal transducer and activator of transcription protein) y la vía 

de la fosfolipasa C γ (PLC-γ, phospholipase C γ). Estas rutas de señalización 

activan programas transcripcionales que controlan la proliferación, el ciclo celular, la 

supervivencia, la regulación metabólica, la apoptosis y la angiogénesis entre otras 

funciones celulares (Figura 4) (Burgess, 2008; Warren & Landgraf, 2006; Yarden & 

Pines, 2012). 

Las proteínas adaptadoras contienen dominios SH2 (Src homology domain 2, 

dominio de homología Src 2) o dominios PTB (phospho-tyrosine-binding domain, 

dominio de unión a fosfotirosina) que les permiten la unión directa a los residuos de 

tirosina fosforilados (Margolis, 1992; van der Geer & Pawson, 1995). Entre las 

proteínas adaptadoras destacan las proteínas 2 y 7 unidas al receptor del factor de 

crecimiento (GRB2/7, growth factor receptor bound protein 2/7), la proteína Shc 

(SH2 domain-containing protein) y la GAB1 (GRB2 associated binding protein 1, 

proteína 1 de unión asociada a GRB2) (Prigent & Gullick, 1994; Vijapurkar et al., 

1998).   

Cada uno de los cuatro receptores ErbB/HER tiene vías de señalización 

preferentes. Por ejemplo, HER3 destaca por su capacidad de activar directamente la 

ruta PI3K/Akt y ser su principal activador. Esto es debido a que posee en su cola C-

terminal seis residuos de tirosina que son excelentes sitios de unión tras su 

fosforilación del dominio SH2 de la subunidad p85 de PI3K (Hellyer et al., 1998; 

Soltoff et al., 1994; Suenaga et al., 2005). Por su parte, HER4 contiene un único sitio 

de acoplamiento de p85, y HER2 y EGFR activan la ruta PI3K indirectamente a 

través de proteínas adaptadoras (Amin et al., 2010; Yarden & Sliwkowski, 2001). 

HER4 es el único receptor entre los receptores ErbB/HER que sufre un 

procesamiento proteolítico adicional después de la unión del ligando. El dominio 

intracelular de 80 kDa es escindido por las actividades secuenciales de la enzima 

convertidora del factor de necrosis tumoral α (TACE, tumor necrosis factor α 

converting enzime) y la γ-secretasa (Wang, 2017). La forma soluble liberada entra 
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en el núcleo y participa en la regulación de la transcripción génica (Sardi et al., 

2006).  

La versatilidad y plasticidad de la señalización mediada por los receptores 

ErbB/HER y los ligandos de la familia EGF asociados residen en la identidad del 

ligando y los receptores que componen el dímero. Estos componentes van a 

determinar qué sitios se fosforilan y, por tanto, qué proteínas adaptadoras se 

asocian activando diferentes vías de señalización (Yarden, 2001). 

 

Figura 4. Principales vías de señalización de los receptores ErbB/HER. Tras la dimerización 
de los receptores, la activación de los dominios quinasa provoca la fosforilación de los residuos 
de tirosina de la cola C-terminal, desencadenando la activación de vías de señalización 
intracelular. 

 
1.6. Inactivación de los receptores ErbB/HER 

Una vez transmitidas las señales celulares por los receptores ErbB/HER, 

actúan diversos mecanismos capaces de atenuar la señalización para evitar la 

estimulación mitogénica continuada de la célula. Por un lado, existen sistemas 

rápidos de inactivación del receptor que pueden actuar en minutos, tales como 

proteínas quinasas reguladoras y fosfatasas implicadas en la defosforilación del 
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receptor. Por otra parte, existen sistemas lentos que actúan en horas, como es la 

internalización y degradación del receptor (Hernández-Sotomayor & Carpenter, 

1992; Hunter et al., 1984).  

Generalmente el complejo ligando-receptor es internalizado hacia los 

endosomas tempranos mediante su inclusión en vesículas recubiertas de clatrina, 

aunque parecen existir otras vías de internalización independientes de éstas 

(Roepstorff et al., 2008). Una vez que el receptor es internalizado, puede sufrir 

degradación proteolítica en los lisosomas o retornar a la membrana plasmática, en 

parte en función del ligando que ha activado al receptor (Sorkina et al., 1999; 

Trowbridge et al., 1993; Waterman et al., 1998). Este mecanismo de internalización 

ha sido principalmente estudiado en EGFR, receptor que también puede sufrir 

ubiquitinación desencadenando su degradación lisosomal (Duan et al., 2003; Thien 

& Langdon, 2001). Además, también se ha descrito que EGFR continúa enviando 

señales a lo largo de su ruta endocítica hasta su degradación en los lisosomas. Este 

fenómeno se conoce como señalización de EGFR en endosomas (Wang et al., 

2002; Wang, 2017). 

Sin embargo, la internalización y degradación de los distintos receptores 

ErbB/HER no es un mecanismo uniforme. De hecho, las rutas endocíticas 

alternativas de los receptores contribuyen a la diversificación de la transducción de 

las señales. Por su parte, HER2 es menos susceptible a la internalización y 

degradación después de la activación que EGFR debido a una internalización 

ineficiente (Hommelgaard et al., 2004; Wang et al., 1999), y al reciclaje eficiente de 

HER2 endocitado a la membrana plasmática (Lenferink et al., 1998). Además, 

también ha sido descrito la ubiquitinación y degradación de HER2 (Xu et al., 2002).  

HER3 y HER4 tampoco se endocitan tan eficientemente como EGFR (Baulida et al., 

1996) pero también sufren ubiquitinación para su posterior degradación lisosomal 

(Cao et al., 2007; Feng et al., 2009; Huang et al., 2015; Omerovic et al., 2007; Qiu & 

Goldberg, 2002). Por su parte, HER3 destaca por sufrir endocitosis independente de 

ligando (Sak et al., 2012).  

1.7. Relación entre los receptores ErbB/HER y cáncer 

En situaciones patológicas, como en el cáncer, los receptores ErbB pueden 

sobreactivarse por unión de ligando (expresados de manera aberrante), 

sobreexpresión de receptores y alteraciones estructurales en los mismos, debido a 

truncamientos y mutaciones en los genes que los codifican. La familia de receptores 
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ErbB/HER juega un papel importante en la carcinogénesis y, como resultado, esta 

familia en la actualidad se encuentra entre las oncoproteínas con más terapias 

dirigidas (Arteaga et al., 2011; Maennling et al., 2019).  

1.7.1. EGFR 

La desregulación en la señalización de EGFR se ha observado en cáncer de 

mama, cáncer de pulmón, cáncer colorrectal y de esófago, cáncer de cabeza y 

cuello, cáncer anal, glioma, glioblastoma (GBM) y cáncer de páncreas (Arteaga & 

Engelman, 2014; Park et al., 2015; Wang, 2017). Además de la sobreexpresión de 

EGFR en muchos tumores, en otros es frecuente observar receptores aberrantes 

truncados. En la mayoría de las ocasiones, los tumores presentan deleciones de 

exones que codifican parte del ECD del receptor que provocan que estén 

constitutivamente activos (EGFRvI) (Wong et al., 1992) o que presenten un aumento 

de la actividad tirosina quinasa (EGFRvII y EGFRvIII) (Humphrey et al., 1991). 

Menos frecuentes son las mutaciones que dan lugar a receptores truncados en su 

extremo C-terminal, lo que puede afectar al dominio tirosina quinasa y a su 

capacidad de interacción con las proteínas adaptadoras (EGFRvIV, EGFRvV) 

(Frederick et al., 2000). EGFRvIII (deleción de los exones 2-7) se encuentra en 

aproximadamente el 40% de los GBMs con amplificación de EGFR (Sugawa et al., 

1990). La segunda variante de EGFR más común en GBM es EGFRc958 (carece de 

los aminoácidos 521-603), que se observa en aproximadamente el 20% de los 

tumores con amplificación de EGFR y muestra una mayor actividad quinasa 

dependiente de ligando (Frederick et al., 2000). EGFR es la diana oncogénica más 

conocida y establecida en el cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) avanzado y 

metastásico. Las mutaciones de EGFR más comunes son la deleción en el exón 19 

(del19) y una mutación puntual en el exón 21 (L858R). Ambas mutaciones conducen 

a la activación del dominio tirosina quinasa, pero estas versiones mutadas de EGFR 

son sensibles a inhibidores de la actividad tirosina quinasa (TKI, tyrosine kinase 

inhibitor) dirigidos contra este receptor (Harrison et al., 2020; Linardou et al., 2009). 

1.7.2. HER2 

La expresión de HER2 está alterada en varios tipos de cáncer, como el de 

vejiga, vesícula biliar, mama, cuello uterino, endometrial, ovario, testículo, 

colorrectal, esofágico, gástrico, de cabeza y cuello, hígado, pulmón, páncreas, GBM 

y glándulas salivales (Cornolti et al., 2007; Vermeij et al., 2008; Yan et al., 2014; Yan 

et al., 2015). Además, se han descrito formas oncogénicas del receptor generadas 
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por duplicaciones, inserciones y mutaciones puntuales en ERBB2 en distintos 

cánceres humanos (Arteaga & Engelman, 2014; Cocco et al., 2019). Las mutaciones 

somáticas en ERBB2 están presentes en aproximadamente el 4% de las pacientes 

con cáncer de mama y ocurren principalmente en el dominio tirosina quinasa y el 

ECD (Cocco et al., 2019). Sin embargo, su papel oncogénico más relevante ha sido 

estudiado en cáncer de mama y cáncer gástrico, en los cuales la sobreexpresión de 

HER2 se asoció con un mal pronóstico (Jaehne et al., 1992; Slamon et al., 1987).  

La amplificación del gen ERBB2 y/o sobreexpresión a nivel de ARN 

mensajero o proteína ocurre en aproximadamente el 20% de los cánceres de mama 

y se asocia con una enfermedad más agresiva (Ross et al., 2009; Slamon et al., 

1987). Estos estudios, junto con los datos preclínicos que corroboraron un papel 

pro-oncogénico de HER2 (Di Fiore et al., 1987) promovieron el desarrollo de 

agentes que actúan específicamente sobre esta tirosina quinasa, y que han 

mejorado notablemente la supervivencia de las pacientes con cáncer de mama 

HER2 positivo (HER2+) (Arteaga et al., 2011). Este mismo beneficio de las terapias 

anti-HER2 ha sido expandido al cáncer gástrico HER2+ (Matsuoka & Yashiro, 2015). 

1.7.3. HER3 

La expresión o sobreexpresión de HER3 se ha descrito en cáncer de mama 

(Bobrow et al., 1997), de ovario (Rajkumar et al., 1996; Simpson et al., 1995), de 

pulmón (Yi et al., 1997), de colon (Ciardiello et al., 1991), pancreático (Friess et al., 

1995), gástrico (Rajkumar et al., 1993; Slesak et al., 1998), de cabeza y cuello 

(Zhang et al., 2015), de próstata (Leung et al., 1997), de faringe (Brand et al., 2017) 

y en melanoma (Reschke et al., 2008). También se ha encontrado que HER3 se 

expresa altamente en el astrocitoma pilocítico, un glioma infantil (Addo-Yobo et al., 

2006) y en el rabdomiosarcoma, un sarcoma pediátrico (Nordberg et al., 2012). 

La sobreexpresión de HER3 a menudo se asocia con sobreexpresión de 

HER2 y/o EGFR, desempeñando un papel importante como correceptor en el 

cáncer de mama HER2+ y en un subconjunto de cáncer de pulmón dependiente de 

EGFR (Engelman et al., 2007; Holbro et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2008; Stern, 

2008). Además, el cáncer de mama a menudo muestra coexpresión y correlación 

positiva entre HER2 y HER3 (Bieche et al., 2003; McIntyre et al., 2010) que conduce 

a una disminución de la supervivencia del paciente (Wiseman et al., 2005). Por otra 

parte, HER3 se expresa significativamente en el cáncer de mama luminal o receptor 
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de estrógenos (RE, estrogen receptor) positivo (Balko et al., 2012; Morrison et al., 

2013). 

Ocaña y colaboradores realizaron un metaanálisis sobre la sobreexpresión 

de HER3 y su relación con la supervivencia en tumores sólidos (concretamente en 

cáncer colorrectal, gástrico, mama, melanoma, ovario, cabeza y cuello, páncreas y 

cuello uterino) utilizando los datos de IHC. Llegaron a la conclusión de que el 

porcentaje medio de tumores con sobreexpresión de HER3 era del 42,2%. Además, 

mostraron que más del 50% de los cánceres de melanoma, cuello uterino y ovario 

tienen sobreexpresión de HER3. Por otro lado, esta sobreexpresión se da en el 20-

60% de los casos de cáncer colorrectal, gástrico y de mama. Además, HER3 se 

asoció con una peor supervivencia general tanto a 3 años como a 5 años, 

especialmente en cánceres con sobreexpresión de HER2 (Ocana et al., 2013).  

Recientemente, se han publicado mutaciones oncogénicas en el gen ERBB3 

principalmente en cánceres gástricos y de colon, y menos frecuentes en CPNM. Sin 

embargo, la actividad oncogénica del ERBB3 mutante era independiente del 

ligando, pero requería la actividad quinasa de HER2. La mayoría de las mutaciones 

ERBB3 estaban en el ECD y algunas en el dominio quinasa (Jaiswal et al., 2013). 

Actualmente, las mutaciones en ERBB3 están en estudio debido a sus posibles 

implicaciones terapéuticas (Kiavue et al., 2020; M. Li et al., 2019; Rosalin Mishra et 

al., 2018; Ross et al., 2018). 

1.7.4. HER4 

A diferencia de EGFR y HER2, que son oncogenes bien establecidos en 

cáncer, para HER4 se han propuesto tanto funciones oncogénicas como supresoras 

de tumores (Wang, 2017). Se ha descrito que ERBB4 está mutado principalmente 

en melanoma, pero también se han observado mutaciones en cáncer colorectal, de 

pulmón, gástrico y de mama (Prickett et al., 2009; Soung et al., 2006). 

Concretamente, HER4 parece actuar como un supresor tumoral débil en el cáncer 

de mama, promoviendo la diferenciación y la inhibición del crecimiento de las 

células (Sartor et al., 2001). Además, HER4 se relaciona de manera más 

consistente con un pronóstico favorable en el cáncer de mama (Naresh et al., 2006; 

Sartor et al., 2001; Suo et al., 2002). Por otra parte, la pérdida de expresión de 

HER4 puede representar un marcador de resistencia al tamoxifeno (Karamouzis et 

al., 2007; Koutras et al., 2010). También se ha descrito que el dominio intracelular 

de HER4 soluble media múltiples actividades en cáncer de mama (Han et al., 2016; 
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Knittle et al., 2017). Por el contrario, la presencia de HER4 en el cáncer de pulmón 

se asocia con una mayor tasa proliferativa (Starr et al., 2006).  

1.7.5. Papel de los receptores ErbB/HER en la generación de 

resistencia 

En la familia de receptores ErbB/HER, cuando un determinado miembro está 

bloqueado, es posible que la señalización de los otros miembros de la familia 

aumente para equilibrar la pérdida de señalización. Por ejemplo, cuando EGFR es 

inhibido por TKIs, el bloqueo de la señalización puede superarse por un aumento de 

la expresión de HER3 en cáncer de páncreas (Frolov et al., 2007) o por la 

amplificación de otro receptor quinasa como MET, que conduce a la activación de 

PI3K dependiente de HER3 en cáncer de pulmón (Engelman et al., 2007). MET 

también ha sido relacionado con resistencia a trastuzumab (Shattuck et al., 2008), al 

igual que otros receptores como EphA2 y el receptor del factor de crecimiento y 

transformación de tipo β (TGFβ) (Wang et al., 2008; Zhuang et al., 2010). La 

resistencia a cetuximab en cáncer de pulmón también se asocia con niveles 

elevados de EGFR como consecuencia de la desregulación de la internalización y 

degradación de este receptor que conduce a la activación de HER3 dependiente de 

EGFR (Wheeler et al., 2008). Además, la señalización de HER2 y HER3 se ha 

relacionado con resistencia a TKIs dirigidos a EGFR en cáncer de cabeza y cuello 

(Erjala et al., 2006).  

Por otra parte, también se ha observado que la alta expresión de NRG es un 

posible mecanismo de resistencia a cetuximab en cáncer colorrectal (Yonesaka et 

al., 2011). También ha sido descrita la relación entre una mayor expresión y 

activación de HER3 y NRG en cáncer de mama HER2+ resistente a T-DM1 (Phillips 

et al., 2014). Un aumento de la expresión o señalización de HER3, a veces 

mediante la sobreexpresión de NRG, también se ha asociado con resistencia a 

lapatinib o trastuzumab en el cáncer de mama HER2+ (Garrett et al., 2011; Narayan 

et al., 2009; Ritter et al., 2007; Sergina et al., 2007). Huang y colaboradores 

encontraron que el complejo heterotrimérico HER2/HER3/IGF1R (insulin-like growth 

factor 1 receptor, receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1) 

conduce a resistencia a trastuzumab al desencadenar las vías de señalización de 

HER3/PI3K/Akt y IGF1R/Src (Huang et al., 2010). El mismo grupo de investigación 

también reportó que la señalización de HER3/PI3K/Akt juega un papel fundamental 
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en el desarrollo de resistencia a lapatinib en las células de cáncer de mama HER2+ 

resistentes a trastuzumab (Lyu et al., 2016). 

HER2, HER3 y EGFR desempeñan un papel importante en la resistencia a 

terapia hormonal (fulvestrant y tamoxifeno) en el cáncer de mama RE+ (Frogne et 

al., 2009; Liu et al., 2007; Osipo et al., 2007). En el cáncer de mama HER2+, la 

expresión elevada de HER3 a través de la regulación positiva de survivina produce 

resistencia a paclitaxel (Wang et al., 2010). La coexpresión de HER2 y HER3 y su 

señalización mediante PI3K/Akt en líneas celulares de cáncer de mama se ha 

asociado con un aumento de la resistencia a agentes quimioterapéuticos de amplio 

espectro, como paclitaxel, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, etopósido, y camptotecina 

(Knuefermann et al., 2003). 

La señalización y expresión de HER3 juegan un papel crucial en el desarrollo 

de quimiorresistencia y resistencia a pertuzumab en cáncer de ovario (Amler et al., 

2008; Bezler et al., 2012). En cáncer de próstata, la señalización de HER3/PI3K/Akt 

juega un papel fundamental en el desarrollo de la resistencia a terapia hormonal y a 

docetaxel (Jathal, Chen, Mudryj y Ghosh, 2011). Además, la regulación positiva de 

la expresión de HER3 está relacionada con resistencia a inhibidores de RAF y MEK 

en melanoma y carcinoma de tiroides (Abel et al., 2013; Montero-Conde et al., 

2013). 

Todos estos ejemplos muestran la importancia de los receptores ErbB/HER 

en la progresión del cáncer y la intercomunicación entre los mismos para el 

desarrollo de resistencias a terapias antitumorales.  

1.8. Terapias dirigidas contra los receptores ErbB/HER 

La familia de receptores ErbB/HER juega un papel importante en la 

carcinogénesis y, como resultado, esta familia en la actualidad se encuentra entre 

las oncoproteínas con más terapias dirigidas (Maennling et al., 2019). La mayoría de 

estas terapias pertenecen a dos categorías: anticuerpos monoclonales (mAb, 

monoclonal antibody) y TKIs. Una tercera categoría más recientemente 

implementada en la clínica son los anticuerpos conjugados a fármacos (ADC, 

antibody-drug conjugate). En la tabla 1 se resumen los fármacos contra los 

receptores ErbB/HER aprobados en clínica, tanto por la Administración de Alimentos 

y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration) como 

por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, European Medicines Agency). En 
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el apartado 3 se profundizará en el estudio de los tratamientos dirigidos contra 

HER2.  

Tabla 1. Terapias en la práctica clínica dirigidas contra receptores ErbB/HER 

Nombre 
genérico 
(nombre 

comercial) 

Diana Uso clínico 
Aprobado 

por FDA y/o 
EMA 

Anticuerpos monoclonales  

Cetuximab 
(Erbitux®)  

EGFR 

- Cáncer colorrectal EGFR+ 
metastásico con RAS no mutado 

- Cáncer de células escamosas de 
cabeza y cuello 

FDA y EMA 

Panitumumab 
(Vectibix®)  

EGFR 
Cáncer colorrectal EGFR+ metastásico 
con RAS no mutado 

FDA y EMA 

Necitumumab 
(Portrazza®) 

EGFR CPNM escamoso metastásico  FDA 

Nimotuzumab 
(Theraloc®) 

EGFR Glioma (medicamento huérfano) FDA y EMA 

Trastuzumab 
(Herceptin®)  

y fármacos 
biosimilares de 
trastuzumab  

HER2 

- Cáncer de mama HER2+ tanto 
precoz como metastásico  

- Cáncer gástrico HER2+ metastásico  

FDA y EMA 

Pertuzumab 
(Perjeta®)  

HER2 
Cáncer de mama HER2+ tanto precoz 
como metastásico  

FDA y EMA 

Margetuximab 
(Margenza®) 

HER2 Cáncer de mama HER2+ metastásico  FDA 

Inhibidores tirosina quinasa  

Gefitinib 
(Iressa®) 

EGFR 

CPNM localmente avanzado o 
metastásico con mutaciones 
activadoras en el dominio tirosina 
quinasa de EGFR  

FDA y EMA 

Erlotinib 
(Tarceva®) 

EGFR 

- CPNM localmente avanzado o 
metastásico con mutaciones 
activadoras en EGFR. En pacientes 
con tumores sin mutaciones, 
erlotinib está indicado cuando otras 
opciones de tratamiento no se 
consideran adecuadas. 

- Cáncer de páncreas metastásico 

FDA y EMA 

Osimertinib 
(Tagrisso®) 

EGFR 
CPNM metastásico con mutaciones 
activadoras o con mutación T790M en 
EGFR 

FDA y EMA 

Vandetanib 
(Caprelsa®) 

EGFR 
Cáncer medular de tiroides 
metastásico 

FDA y EMA 
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Lapatinib 
(Tykerb®) 

EGFR 

HER2 
Cáncer de mama HER2+ metastásico FDA y EMA 

Tucatinib 
(Tukysa®) 

HER2 
Cáncer de mama HER2+ avanzado 
inoperable o metastásico 

FDA y EMA 

Neratinib 
(Nerlynx®) 

EGFR 

HER2 

HER4 

Cáncer de mama HER2+ en estadio 
inicial y metastásico 

FDA y EMA 

Afatinib 
(Giotrif®) 

EGFR 

HER2 

HER4 

CPNM localmente avanzado o 
metastásico con mutaciones 
activadoras en EGFR o que progrese 
durante o tras quimioterapia basada en 
platino 

FDA y EMA 

Dacomitinib 
(Vizimpro®) 

EGFR 

HER2 

HER4 

CPNM localmente avanzado o 
metastásico con mutaciones 
activadoras en EGFR 

FDA y EMA 

Vandetinib 
(Caprelsa®) 

EGFR 

VEGFR 

RET 

Cáncer medular de tiroides agresivo y 
sintomático 

FDA y EMA 

Anticuerpos conjugados a fármaco  

Trastuzumab 

emtansina 

(T-DM1, 
Kadcyla®) 

HER2 
Cáncer de mama HER2+ precoz y 
metastásico 

FDA y EMA 

Trastuzumab 

deruxtecan  

(T-DXd,  

DS-8201a, 
Enhertu®) 

HER2 

Cáncer de mama HER2+ metastásico  FDA y EMA 

Cáncer gástrico o adenocarcinoma de 
la unión gastroesofágica HER2+ 
localmente avanzado o metastásico 

FDA 

VEGFR: receptor de VEGF (factor de crecimiento de endotelio vascular). CPNM: cáncer de 
pulmón no microcítico 

 

2. CÁNCER DE MAMA 

2.1. Epidemiologia 

En 2020, la incidencia mundial del cáncer aumentó a 19,3 millones de nuevos 

casos y casi 10 millones de muertes. El cáncer de mama fue el cáncer que se 

diagnosticó con más frecuencia a nivel mundial teniendo en cuenta ambos sexos 

(2,3 millones de nuevos casos estimados, 11,7%), seguido de cáncer de pulmón 

(11,4%), colorrectal (10%), de próstata (7,3%) y de estómago (5,6%). Sin embargo, 

fue el quinto tumor responsable del mayor número de fallecimientos a nivel mundial 

(6,9% del total de muertes por cáncer) (Ferlay J, 2020; Sung et al., 2021). 

Concretamente en España, en 2020 se diagnosticaron 32.953 mujeres con cáncer 
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de mama y 6.606 murieron a causa de esta enfermedad. Además, se estima que en 

España los cánceres más frecuentemente diagnosticados durante el año 2021 serán 

los de colon y recto, próstata y, en tercer lugar, mama. Si nos centramos 

únicamente en las mujeres, el cáncer más diagnosticado será el cáncer de mama 

(SEOM, 2021). 

A pesar de los muchos avances que se han logrado en la detección temprana 

y el tratamiento adyuvante del cáncer de mama en las últimas décadas, una 

proporción significativa de pacientes con cáncer de mama continúa desarrollando 

enfermedad recurrente o metastásica, además de resistencia a las terapias 

dirigidas. De hecho, una de cada tres pacientes desarrollará metástasis. En 

consecuencia, el cáncer de mama sigue siendo la principal causa de muerte por 

cáncer en las mujeres (Ayala de la Peña et al., 2019).  

2.2. Clasificación del cáncer de mama 

2.2.1. Clasificación según el perfil molecular. Subtipos 

moleculares 

Los cánceres de mama son heterogéneos, muestran características 

morfológicas y biológicas variables y, por lo tanto, diferente comportamiento clínico y 

respuesta al tratamiento. Por lo tanto, la agrupación precisa de los cánceres de 

mama en subtipos clínicamente relevantes es de particular importancia para la toma 

de decisiones terapéuticas (Blows et al., 2010). Las técnicas de microarrays de 

expresión génica han permitido analizar los genes de cada cáncer de mama. En 

2000, Perou y colaboradores publicaron el primer artículo que clasificó el cáncer de 

mama en subtipos intrínsecos según el perfil de expresión génica (Perou et al., 

2000). Los avances en los últimos años han dado lugar a una clasificación molecular 

más precisa del cáncer de mama que se correlaciona mejor con el riesgo de recaída 

de la enfermedad. Actualmente, la clasificación molecular establece seis tipos de 

cáncer de mama: luminal A, luminal B, HER2-enriched, basal-like, normal breast-like 

y claudin-low (Eroles et al., 2012).  

2.2.1.1. Subtipo luminal: luminal A y luminal B 

Los tumores pertenecientes al subtipo luminal expresan receptores 

hormonales, ER y receptor de progesterona (PR, progesterone receptor), y tienen 

un patrón de expresión más similar al componente epitelial luminal de la glándula 

mamaria (Perou et al., 2000). Expresan citoqueratinas (CK, cytokeratin) luminales 
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8/18, ER y genes asociados con su activación, como LIV1 y CCND1. 

Afortunadamente, menos del 20% de los tumores luminales tienen mutación en 

TP53 (Sotiriou et al., 2003).  

Dentro de la categoría de tumor luminal existen dos subtipos: luminal A y 

luminal B. El luminal A en comparación con el luminal B tiene menor grado 

histológico (células de crecimiento más lento y se parecen más al tejido mamario 

normal), mayor expresión de genes relacionados con el ER y menor expresión de 

genes relacionados con la proliferación celular (Sørlie et al., 2001; Sorlie et al., 

2003; Sotiriou et al., 2003). De hecho, una distinción adicional entre luminal A y 

luminal B, es que el luminal A tiene una baja tinción de Ki-67 (medida de la 

proliferación celular) y expresión de HER2 negativa, mientras que dentro del subtipo 

luminal B la tinción de Ki-67 es alta y existe un subgrupo que expresa HER2 

(Cheang et al., 2009; Fragomeni et al., 2018; Tsang & Tse, 2020). El subtipo luminal 

A es el más frecuente, representando del 50 al 60 % de los casos de cáncer de 

mama. En cambio, el luminal B representa del 10-20% de los casos totales (Eroles 

et al., 2012; Tsang & Tse, 2020). Los subtipos luminales son de buen pronóstico, sin 

embargo, el luminal B tiene peor pronóstico que el luminal A debido a la diferente 

respuesta de cada subtipo al tratamiento. De hecho, los subtipos luminales son 

tratados con terapia hormonal. El subtipo luminal A puede ser tratado sólo con 

hormonoterapia, y el subtipo luminal B, con más genes ligados a proliferación 

celular, se suele beneficiar de la terapia hormonal junto con quimioterapia (Brenton 

et al., 2005; Sorlie et al., 2003).  

2.2.1.2. HER2-enriched (HER2-E)  

El subtipo HER2 enriquecido (HER2-E, HER2-enriched) representa del 15 al 

20% de todos los casos de cáncer de mama. Los tumores pertenecientes a esta 

categoría se caracterizan por la sobreexpresión de ERBB2, genes asociados a la 

señalización de HER2 y de otros genes dentro del mismo amplicon, tal como GRB7 

(Perou et al., 2000). Los subtipos HER2-E tienen alta proporción de mutaciones en 

TP53 (40-80%) y el gen que codifica para la subunidad catalítica de PI3K (PIK3CA), 

y suelen tener un grado histológico alto (Dai et al., 2015; Vuong et al., 2014). Los 

tumores con sobreexpresión de HER2 tienen mal pronóstico (Sørlie et al., 2001), 

aunque en las últimas dos décadas, las terapias dirigidas a HER2 han mejorado 

sustancialmente la supervivencia no solo en el ámbito metastásico, sino también en 

las etapas iniciales (Arteaga et al., 2011; Pernas & Tolaney, 2019).  
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2.2.1.3. Basal-like 

Este subtipo tumoral engloba tumores con un patrón de expresión semejante 

al de las células epiteliales basales y a las células mioepiteliales normales del tejido 

mamario y representan del 10-20% de los casos de carcinomas de mama. Además, 

se caracteriza por falta de expresión de ER, PR y HER2, y alta expresión de CKs 

como la 5, 6 y 17, además de EGFR y de genes relacionados con la proliferación 

celular (Perou et al., 2000; Sotiriou et al., 2003). Debido a la falta de expresión de 

los tres principales receptores en cáncer de mama, en la práctica clínica también se 

ha denominado como triple negativo (TNBC, triple-negative breast cancer), aunque 

no son términos equivalentes (Eroles et al., 2012). La falta de expresión de los tres 

receptores característicos de otros tipos de cáncer de mama condiciona que los 

tumores basales no sean susceptibles de tratamientos dirigidos contra el cáncer de 

mama, por lo que la quimioterapia es la única opción terapéutica. De hecho, su mal 

pronóstico no se debe a la quimiorresistencia inicial, sino a las pocas opciones de 

tratamiento disponibles (Dai et al., 2015).  

Los intentos de identificar el grupo basal-like mediante un perfil de 

inmunohistoquímica (IHC, immunohistochemistry) han llevado a la selección de 

cinco marcadores: ER, PR, HER2, EGFR y CK 5/6. Estos marcadores clasifican 

este subtipo con una especificidad del 100% y una sensibilidad del 76% (Eroles et 

al., 2012; Nielsen et al., 2004). Este subtipo se caracteriza por un alto grado 

histológico y se ha asociado también con mutación en BRCA1 (breast cancer 

susceptibility gene 1, proteína de susceptibilidad a cáncer de mama tipo 1) (Foulkes 

et al., 2004; Nielsen et al., 2004). Estos tumores tienen la tendencia a ser muy 

agresivos y con mutación en TP53 (Carey et al., 2006). 

2.2.1.4. Normal breast-like 

Estos tumores representan alrededor del 5 al 10% de todos los cánceres de 

mama y se caracterizan por expresar genes característicos del tejido adiposo 

mamario y la expresión de genes similares al epitelio mamario normal. Presentan un 

pronóstico intermedio entre luminal y basal. Carecen de la expresión de ER, PR y 

HER2, pero además son negativos para CK5 y EGFR, característica que les 

distingue del grupo basal-like (Eroles et al., 2012). Esta categoría es un subgrupo 

controvertido y se ha planteado que su identificación en el estudio inicial sea 

consecuencia de la contaminación de células epiteliales normales de un tumor de 

bajo contenido en células malignas (Tsang & Tse, 2020). 
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2.2.1.5. Claudin-low 

Los tumores de esta categoría se caracterizan por una baja expresión de 

genes implicados en las uniones estrechas y la adhesión intercelular, incluyendo 

claudina 3/4/7, cingulina, ocludina y cadherina E, de ahí el nombre de claudin-low 

(expresión baja de claudina). Además, este subtipo tumoral presenta baja expresión 

de ER, PR y HER2, pero su característica peculiar es que sobreexpresa un conjunto 

de 40 genes relacionados con la respuesta inmune. Con respecto al total de 

carcinomas de mama, representan del 12 al 14%, tienen alto grado histológico y 

tienen mal pronóstico (Eroles et al., 2012; Prat et al., 2010). 

2.2.2. Clasificación mediante inmunohistoquímica. Subtipos 

histológicos 

El costo y la complejidad técnica de los microarrays han limitado la aplicación 

de los perfiles de expresión génica en la práctica clínica diaria. Por ello, la 

clasificación del subtipo al que pertenece el carcinoma de mama se suele basar en 

el análisis de IHC de ER, PR, HER2 y Ki-67 (Tabla 2). Esta técnica es económica y 

se puede aplicar fácilmente en la práctica habitual (Reis-Filho & Pusztai, 2011; 

Tsang & Tse, 2020; Vuong et al., 2014). Los marcadores de IHC clásica junto con 

las variables clínico-patológicas tradicionales como el tamaño y grado del tumor y la 

afectación ganglionar, se utilizan convencionalmente para el pronóstico y el 

tratamiento del paciente (Cheang et al., 2009).  

El análisis de IHC clasifica el cáncer de mama en cuatro subtipos 

histológicos: tumores receptores hormonales positivo (HR+, hormone receptor 

positive), que se subdividen en (i) luminal A y (ii) luminal B y por otro lado (iii) 

tumores HER2+ y (iv) TNBC. Aproximadamente el 80% de los cánceres de mama 

expresan ER, PR o ambos y, por lo tanto, se consideran tumores HR+, englobando a 

los tumores luminal A y luminal B. Por tanto, realizando IHC de ER, PR, HER2 y Ki-

67 se consigue identificar los tres subtipos moleculares principales del cáncer de 

mama: luminal A, luminal B y HER2+. El resto de los tumores se han clasificado en 

un único grupo que se caracteriza por la pérdida o mínima expresión de los tres 

receptores característicos en cáncer de mama, de ahí que se les haya denominado 

TNBC. El TNBC es conocido por su fenotipo agresivo y su mal pronóstico basado en 

la heterogeneidad genética, transcriptómica e histológica que presenta. Debido a la 

falta de expresión de ER, PR y HER2, los pacientes con TNBC no responden a las 

terapias dirigidas contra estos receptores (Reddy, 2011). El tratamiento estándar 
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actual para pacientes con TNBC en estadio temprano incluye quimioterapia 

combinada con terapia basada en taxanos y antraciclinas (Pareja et al., 2016).  

Tabla 2. Subtipos histológicos y moleculares del cáncer de mama 

Subtipo 
histológico 

Subtipo 
molecular 

Preva-
lencia 

(%) 

IHC Pronóstico Terapia 

Tumores 
receptores  

hormonales 
positivo: 

- Luminal A  

- Luminal B 

Luminal A  50-60 

ER+, PR+, 
HER2-, 

Ki-67 < 20% 

Bueno 
Hormono-

terapia 

Luminal B 10-20 

ER+, PR+, 
HER2-, 

Ki-67 ≥ 20% 

Intermedio 
Hormono- 
+ quimio-
terapia 

HER2+ 

HER2-E  15-20 

ER-, PR-, 
HER2+ 

Ki-67 alto 
Intermedio 

Terapia 
dirigida 
contra 
HER2 Luminal B 

(HER2+)*  
 

ER+, PR+, 
HER2+ 

Ki-67 alto 

TNBC 

Basal-like 10-20 ER-, PR-, 
HER2- 

Ki-67 
variable 

Malo 
Quimio-
terapia 

Normal 
breast-like 

5-10 

Claudin-low 12-14 

*Subtipo dentro de los tumores tipo luminal B que expresan HER2. IHC: inmunohistoquímica. 

 

2.3.  Tratamiento  

La elección del tratamiento en el cáncer de mama se basa en el subtipo 

tumoral, el estadio del tumor, la presencia de mutaciones germinales en los genes 

BRCA1 o BRCA2 (breast cancer susceptibility gene 2, proteína de susceptibilidad a 

cáncer de mama tipo 2), el riesgo de recurrencia, edad, estado de salud general, 

condición menopáusica y/o preferencias de la paciente (Ayala de la Peña et al., 

2019). Clásicamente en los estadios iniciales del cáncer de mama el tratamiento se 

comienza con la cirugía y posteriormente se administra el tratamiento sistémico 

(terapia hormonal, terapia dirigida contra HER2 y/o quimioterapia) y la radioterapia a 

nivel local. Estos tratamientos son considerados tratamientos adyuvantes al ser 

administrados de manera complementaria después del tratamiento principal 

(cirugía). En la actualidad, se puede administrar tratamiento sistémico antes de 

proceder a la cirugía y la radioterapia (tratamiento neoadyuvante) para reducir el 

tamaño tumoral y facilitar su extirpación. En los estadios avanzados, el tratamiento 
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principal suele ser el tratamiento sistémico, aunque puede emplearse la cirugía o la 

radioterapia en determinadas situaciones (Bertrán, 2020). 

3. TERAPIAS DIRIGIDAS EN CÁNCER DE MAMA HER2+ 

Los agentes dirigidos a HER2 han cambiado drásticamente el panorama 

terapéutico del cáncer de mama HER2+ y han mejorado significativamente la 

supervivencia de las pacientes con este subtipo tumoral (Bertrán, 2020). De manera 

general, en los estadios iniciales operables, se procede a la cirugía y se administra 

trastuzumab adyuvante con taxanos durante 1 año. Este tratamiento adyuvante se 

puede administrar a la vez que la radioterapia y durante la hormonoterapia si las 

características del tumor así lo aconsejan. En algunos casos puede valorarse 

combinar trastuzumab con pertuzumab o neratinib tras finalizar el tratamiento con 

trastuzumab. Además, actualmente puede considerarse administrar tratamiento 

neoadyuvante en tumores mayores de 2 cm o con afectación ganglionar (Bertrán, 

2020). En un corto período de tiempo, la rápida introducción de nuevas terapias 

dirigidas llevó a la aprobación del uso de trastuzumab, pertuzumab y un taxano 

como tratamiento estándar en primera línea de pacientes con cáncer de mama 

HER2+ metastásico (Martínez-Sáez & Prat, 2021). Si las pacientes presentan 

progresión de la enfermedad, se administra T-DM1 como tratamiento estándar en 

segunda línea. Si el tumor es persistente y no hay respuesta, se administra en 

tercera línea neratinib o lapatinib más capecitabina o trastuzumab con otros agentes 

quimioterapéuticos o con lapatinib sin quimioterapia. Los fármacos dirigidos a HER2 

más recientemente aprobados en la clínica, tucatinib, margetuximab y trastuzumab-

deruxtecan (T-DXd), se están empleando actualmente como tratamiento en segunda 

o tercera línea (Martínez-Sáez & Prat, 2021). 

3.1. Anticuerpos monoclonales  

3.1.1. Trastuzumab 

Trastuzumab (o su nombre comercial, Herceptina, Herceptin®) es un mAb 

humanizado dirigido contra HER2 y fue la primera terapia dirigida a HER2 aprobada 

por la FDA en 1998. Trastuzumab es el tratamiento estándar para pacientes con 

cáncer de mama HER2+ y se utiliza actualmente con éxito en la terapia de este 

subtipo tumoral tanto en estadio precoz como metastásico, en monoterapia o en 

combinación con otros agentes (quimioterapia y/o pertuzumab) (Nahta & Esteva, 

2007; Slamon et al., 2001). Sin embargo, no todas las pacientes con cáncer de 
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mama HER2+ responden a trastuzumab, demostrando resistencia primaria, y una 

fracción de las pacientes que logran una respuesta inicial a los regímenes basados 

en trastuzumab desarrollan resistencia adquirida en un año (Valabrega et al., 2007). 

El mecanismo de acción de trastuzumab se basa en varios procesos. 

Trastuzumab se une al dominio IV del ECD de HER2, reduciendo la activación de 

las vías PI3K/Akt y RAS/MAPK principalmente (Baselga et al., 2001; Ghosh et al., 

2011). Debido a este bloqueo, trastuzumab provoca la disminución de pAkt, lo cual 

aumenta la expresión de p27 provocando parada en la fase G1 del ciclo celular e 

inhibiendo la proliferación celular (Yakes et al., 2002). Trastuzumab disminuye los 

niveles de HER2 al acelerar la endocitosis y la degradación del receptor (Cuello et 

al., 2001). Además, también puede interferir en el procesamiento de HER2. Cuando 

se sobreexpresa HER2, esta proteína sufre una escisión proteolítica que da como 

resultado la liberación del dominio extracelular y la producción de un fragmento 

unido a la membrana (p95HER2) que desencadena una señalización constitutiva 

aguas abajo del receptor. Molina y colaboradores demostraron que trastuzumab 

puede bloquear el desprendimiento del dominio extracelular de HER2 (Molina et al., 

2001). Sin embargo, también se ha observado que tumores de mama que expresan 

p95HER2 son resistentes a trastuzumab (Scaltriti et al., 2007). Además, 

trastuzumab tiene la ventaja de que al ser un anticuerpo tiene la capacidad de 

modular el sistema inmunológico y promueve la apoptosis a través de la 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, antibody-dependent 

cellular cytotoxicity) (Arnould et al., 2006; Cooley et al., 1999). La acumulación de 

trastuzumab en los tejidos HER2+ atrae a las células naturales asesinas (NK, natural 

killer) que expresan el receptor Fc gamma, que se une al dominio Fc de 

trastuzumab, activando así la destrucción de las células cancerosas unidas a 

trastuzumab. Otro mecanismo posiblemente implicado en la acción de trastuzumab, 

pero menos validado, es la inhibición de la angiogénesis (Izumi et al., 2002; Klos et 

al., 2003; Petit et al., 1997).  

3.1.2. Pertuzumab 

Pertuzumab (Perjeta®) es un mAb humanizado que se une a un epítopo en 

el dominio II, inhibiendo la homodimerización y heterodimerización de HER2 con 

otros miembros de la familia. Esta propiedad de pertuzumab conduce a la inhibición 

de activación de las cascadas de señalización aguas abajo que median la 

proliferación y supervivencia de las células tumorales (Agus et al., 2002; Baselga, 
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2002; Metzger-Filho et al., 2013). Además, pertuzumab también ejerce su actividad 

antitumoral a través de ADCC (Tóth et al., 2016; Yamashita-Kashima et al., 2011). 

La monoterapia con pertuzumab tiene una eficacia clínica limitada, pero en 

particular la adición de pertuzumab a los regímenes basados en trastuzumab mejora 

la respuesta clínica de las pacientes con cáncer de mama HER2+. De hecho, en el 

ensayo clínico CLEOPATRA, donde se combinaron pertuzumab, trastuzumab y 

quimioterapia, se demostró una mejor respuesta de las pacientes (Baselga et al., 

2012; Swain et al., 2013). Estos resultados llevaron a la aprobación de la 

combinación de pertuzumab, trastuzumab (también conocido como doble bloqueo 

de HER2) y docetaxel para el tratamiento en primera línea de pacientes con cáncer 

de mama HER2+ metastásico. Además de esta aplicación clínica, actualmente 

pertuzumab también se administra en combinación con trastuzumab y quimioterapia 

como tratamiento neoadyuvante y adjuvante de cáncer de mama precoz (Ishii et al., 

2019).  

3.1.3. Margetuximab 

Margetuximab (Margenza®) es un mAb IgG1 quimérico humano/ratón dirigido 

contra HER2 con especificidad y afinidad similar a trastuzumab, pero con un 

dominio Fc modificado y diseñado para aumentar la unión al receptor FcγIIIA 

activador (CD16A) y disminuir la unión al receptor FcγIIB inhibidor (CD32B) de las 

células NK y macrófagos (Tarantino et al., 2021). Gracias a estas modificaciones, se 

ha mejorado la inducción de ADCC y las respuestas inmunitarias innatas y 

adaptativas que desencadena. Además, tiene mayor efectividad que trastuzumab en 

células resistentes a trastuzumab o que expresan niveles bajos de HER2 

(Nordstrom et al., 2011). En base en los resultados del ensayo clínico de fase III 

SOPHIA, en diciembre de 2020 margetuximab ha sido aprobado por la FDA en 

combinación con quimioterapia para el tratamiento del cáncer de mama metastásico 

HER2+ tratado previamente con dos o más regímenes anti-HER2, al menos uno de 

ellos para enfermedad metastásica (Markham, 2021; Rugo et al., 2021). 

3.2. Inhibidores tirosina quinasa  

Los TKIs son moléculas pequeñas que generalmente se unen al sitio de 

unión de ATP del dominio quinasa de los receptores ErbB/HER, inhibiendo su 

actividad quinasa intracelular y por tanto evitando la transducción de señales 

(Schlam & Swain, 2021). Actualmente, los TKIs pueden ser inhibidores reversibles 
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(por unión no covalente) o irreversibles (unión covalente). Cuando un TKI inhibe a 

EGFR, HER2 y HER4, se le denomina pan-HER TKI. 

3.2.1. Lapatinib  

Lapatinib (Tykerb®) es un TKI dual reversible de EGFR/HER2 (Arteaga et al., 

2011; Howe & Brown, 2011). En 2007, la FDA aprobó el uso de lapatinib y 

capecitabina como tratamiento en tercera línea para pacientes con cáncer de mama 

HER2+ avanzado previamente tratadas con trastuzumab y quimioterapia (Geyer et 

al., 2006). En este mismo contexto clínico, lapatinib también se administra en 

combinación con trastuzumab (Blackwell et al., 2012; CIMA; Martínez-Sáez & Prat, 

2021). En 2010, la FDA aprobó en uso de lapatinib, en combinación con un inhibidor 

de la aromatasa (letrozol), como terapia en primera línea para el tratamiento de 

mujeres posmenopáusicas con cáncer de mama RH+/HER2+ (Appert-Collin et al., 

2015). Un dato importante es que trastuzumab no se une a las formas truncadas de 

HER2, ya que carecen del ECD al que normalmente se uniría trastuzumab. Sin 

embargo, lapatinib puede inhibir estas formas truncadas de HER2 (Scaltriti et al., 

2007). 

3.2.2. Neratinib 

Neratinib (Nerlynx®) se une irreversiblemente y de manera covalente al sitio 

de unión de ATP del dominio quinasa de los receptores ErbB/HER y bloquea la 

transducción de señales de EGFR, HER2 y HER4 (Canonici et al., 2013; Rabindran 

et al., 2004; Wissner & Mansour, 2008). Una ventaja potencial de neratinib es que, 

al igual que lapatinib, puede inhibir el dominio quinasa de las formas truncadas de 

HER2 que carecen del sitio de unión de trastuzumab, pertuzumab y T-DM1. Por lo 

tanto, se espera que la expresión de p95HER2 produzca resistencia a trastuzumab, 

pertuzumab y T-DM1, pero conserve la sensibilidad a los TKIs. Neratinib fue 

aprobado por la EMA para el tratamiento adyuvante extendido del cáncer de mama 

HER2+/HR+ en estadio temprano, que haya finalizado el tratamiento adyuvante a 

base de trastuzumab hace menos de un año. Por su parte, la FDA aprobó el uso de 

neratinib para el tratamiento adyuvante extendido del cáncer de mama HER2+ en 

estadio temprano después de la cirugía y la terapia adyuvante basada en 

trastuzumab (Chan et al., 2016; Martin et al., 2017). En 2020, la FDA aprobó el uso 

de neratinib en combinación con capecitabina para el tratamiento en tercera línea de 

pacientes con enfermedad avanzada/metastásica después de 2 ó más líneas 

previas de terapia dirigida a HER2 (Deeks, 2017; Martínez-Sáez & Prat, 2021). 
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3.2.3. Tucatinib  

Tucatinib (Tukysa®) es un potente TKI selectivo de HER2. Esta selectividad 

mejora la tolerabilidad, ya que los otros TKIs (lapatinib y neratinib) al ser casi 

equipotentes para EGFR y HER2, se asocian con eventos adversos 

gastrointestinales y dermatológicos (Kulukian et al., 2020; Moulder et al., 2017). Tras 

los prometedores resultados del ensayo clínico de fase III HER2CLIMB, la 

combinación de tucatinib, trastuzumab y capecitabina fue aprobada por la FDA en 

2020 para el tratamiento del cáncer de mama HER2+ metastásico avanzado, 

incluidas las pacientes con metástasis cerebrales, que han recibido uno o más 

regímenes previos basados en terapia anti-HER2 (Lee, 2020). De hecho, la 

actividad de tucatinib fue particularmente evidente en pacientes con cáncer de 

mama con metástasis cerebrales, incluidas aquellas no tratadas previamente con 

radioterapia (Lin et al., 2020; Murthy et al., 2020). En diciembre de 2020, la EMA 

autorizó la comercialización de tucatinib en el mismo escenario clínico, aunque la 

FDA establece que tucatinib está indicado en pacientes que han recibido uno o más 

regímenes previos basados en terapia anti-HER2 en el entorno metastásico, 

mientras que la EMA establece que tucatinib está indicado en pacientes que han 

recibido al menos dos regímenes de tratamiento anti-HER2 previos (Corti & 

Criscitiello, 2021; Martínez-Sáez & Prat, 2021).  

3.3. Anticuerpos conjugados a fármaco 

3.3.1. Componentes de un ADC 

Los ADC son compuestos dirigidos que combinan la especificidad de un 

anticuerpo con la citotoxicidad del agente citotóxico unido al mismo. El objetivo de 

estas moléculas es dirigir el agente citotóxico a las células tumorales, potenciando 

su eficacia y minimizando la toxicidad del agente en tejidos no tumorales (Chari et 

al., 2014; García-Alonso et al., 2018). Un ADC tiene tres componentes: (i) el mAb, 

(ii) un enlace y (iii) el agente citotóxico (Figura 5) (Kostova et al., 2021). 
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Figura 5. Estructura de un ADC y características principales de sus componentes y del 
antígeno al que reconoce. Figura adaptada de Gandullo-Sánchez et al., 2021. DAR: relación 
fármaco-anticuerpo  
 

El mAb debe reconocer un antígeno asociado a la membrana de la célula 

tumoral. Una característica deseada pero no necesaria del antígeno, es que se 

sobreexprese en las células cancerosas, una circunstancia que facilitaría el 

direccionamiento del ADC al tumor con respecto a los tejidos normales que también 

expresan la proteína. Otro requisito es que la molécula diana, principalmente una 

proteína, debe internalizarse para permitir la acción del agente citotóxico en las 

células tumorales (Chari, 2008). 

Un segundo componente del ADC es el enlace, una estructura química que 

se utiliza para unir el mAb al agente citotóxico. El enlace debe ser estable en la 

circulación para evitar la liberación inespecífica del fármaco y, por tanto, un posible 

efecto tóxico en las células de los tejidos sanos (Alley et al., 2008). Además, el 

método de conjugación utilizado no debe modificar la afinidad y especificidad del 

mAb. Actualmente se utilizan dos clases de enlaces en el campo de los ADCs: 

enlaces escindibles y no escindibles. El primer grupo libera el agente citotóxico 

cuando son procesados por determinadas condiciones químicas del ambiente (como 
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el pH o condiciones reductoras) o por enzimas específicas presentes en diferentes 

compartimentos de las células. Por otro lado, los enlaces no escindibles necesitan 

de la degradación proteolítica del ADC en los lisosomas después de su 

internalización para liberar la carga útil activa (Nolting, 2013). 

En tercer lugar, los agentes citotóxicos utilizados para la generación de ADCs 

pueden dividirse en dos amplios grupos: agentes inhibidores de la polimerización de 

los microtúbulos (análogos de auristatina, maitansinoides y tubulisinas) y agentes 

que dañan el ADN (caliqueamicinas, duocarmicinas y pirrolobenzodiazepinas). La 

primera clase de agentes citotóxicos induce catástrofe mitótica y la segunda altera el 

ADN, conduciendo en ambos casos a la apoptosis (Chen et al., 2017). Si se 

considera el moxetumomab pasudotox como un ADC, también se puede incluir un 

tercer grupo de agentes citotóxicos que actúan sobre la síntesis de proteínas. Este 

ADC usa como agente citotóxico PE38, un fragmento de 38 kDa de la exotoxina A 

de Pseudomonas que actúa como un potente inhibidor de la síntesis de proteínas 

causando la muerte celular (Kreitman & Pastan, 2011). Una característica 

importante de los ADCs es la relación fármaco-anticuerpo (DAR, drug-to-antibody 

ratio) que representa el número de moléculas del agente citotóxico conjugadas por 

molécula de anticuerpo.  

El mecanismo de acción de los ADC depende de varios pasos: unión a su 

antígeno diana en la superficie de la célula tumoral, internalización del complejo, 

liberación del agente citotóxico, interacción del agente citotóxico con su diana 

molecular en el citoplasma o núcleo y finalmente la inducción de muerte celular 

(Beck et al., 2017; Joubert et al., 2020). 

3.3.2. T-DM1 

T-DM1 está compuesto por trastuzumab unido mediante un residuo de lisina 

a un enlace tioéter no escindible llamado 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-

carboxilato (MCC) covalentemente unido a su vez al derivado de maitansinoide 

DM1, un potente inhibidor de la polimerización de microtúbulos (Phillips et al., 2008). 

Tras su aprobación en 2013 por la FDA, T-DM1 se ha convertido en el tratamiento 

estándar en segunda línea en pacientes con cáncer de mama HER2+ avanzado, 

pero también se administra en primera línea si se da recurrencia de la enfermedad 

durante el tratamiento adyuvante o en los seis meses siguientes a su terminación 

(Amiri-Kordestani et al., 2014). Esta decisión fue consecuencia de los resultados 

obtenidos en dos ensayos clínicos de fase III: EMILIA y TH3RESA. En el ensayo 



Introducción 

46 

EMILIA, T-DM1 demostró una mayor eficacia clínica y mejor perfil de seguridad que 

lapatinib y capecitabina (el tratamiento en segunda línea en ese momento) después 

del tratamiento con trastuzumab y un taxano o como primera línea en pacientes con 

progresión rápida después de trastuzumab adyuvante (≤ 6 meses) (Verma et al., 

2012). Por otra parte, el ensayo TH3RESA mostró una ventaja clínica en el uso de 

T-DM1 frente al tratamiento de elección del médico en pacientes que habían 

recibido previamente trastuzumab, lapatinib y un taxano (Krop et al., 2017).  

Otros estudios clínicos han sido realizados con T-DM1. El estudio 

MARIANNE investigó el uso de T-DM1 en monoterapia o en combinación con 

pertuzumab como tratamiento de primera línea para el cáncer de mama HER2+ 

metastásico. Sin embargo, ninguno de los tratamientos mostró una eficacia 

estadísticamente superior al tratamiento con trastuzumab más un taxano aunque si 

una mejor tolerabilidad y un aumento en la calidad de vida relacionada con la salud 

(Perez et al., 2017). En el ensayo KRISTINE, T-DM1 más pertuzumab fue menos 

eficaz que la terapia estándar de trastuzumab, pertuzumab, docetaxel y carboplatino 

como tratamiento neoadyuvante (Hurvitz et al., 2019; Okines, 2017). Sin embargo, 

recientemente gracias a los resultados del ensayo clínico KATHERINE, ha sido 

aprobado el uso de T-DM1 para tratar pacientes con cáncer de mama HER2+ precoz 

que tienen enfermedad residual invasiva, en mama y/o ganglios linfáticos, tras el 

tratamiento neoadyuvante basado en terapia dirigida a HER2 y taxano (von 

Minckwitz et al., 2019). 

T-DM1 se une a HER2 y los complejos T-DM1-HER2 se internalizan en los 

endosomas tempranos por endocitosis mediada por receptores (Ritchie et al., 2013). 

Las vesículas endocíticas maduran y se fusionan con los lisosomas o se reciclan de 

regreso a la membrana plasmática. La degradación lisosomal de T-DM1 da como 

resultado la liberación de residuos de lisina-MCC-DM1 (Lys-MCC-DM1), que como 

derivados de lisina, tienen carga positiva a pH fisiológico y, por lo tanto, son 

impermeables a la membrana. Por tanto, la Lys-MCC-DM1 requiere un transporte 

activo a través de la membrana lisosomal (Erickson et al., 2006). Debido a su 

impermeabilidad, Lys-MCC-DM1 posee una capacidad limitada para difundir a 

células proximales que no sobreexpresen HER2 para inducir un efecto citotóxico de 

vecindad (efecto bystander). Esta falta de toxicidad es responsable de que T-DM1 

sea efectivo únicamente en células que expresan altos niveles de HER2, pero tiene 

una actividad limitada en otras células con expresión baja o moderada (García-
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Alonso et al., 2018; Ocaña et al., 2020). Finalmente, en el citoplasma Lys-MCC-DM1 

se une a la tubulina inhibiendo su polimerización y por tanto la formación del huso 

mitótico. Como resultado, T-DM1 provoca parada en fase G2/M del ciclo celular, 

conduciendo finalmente a catástrofe mitótica y muerte celular (Barok et al., 2011; 

Phillips et al., 2008).  

Por ello, T-DM1 tiene múltiples mecanismos de acción. Por un lado, los 

mecanismos específicos derivados de la acción de Lys-MCC-DM1. Por otra parte, 

se ha demostrado que T-DM1 retiene los mecanismos de acción de trastuzumab, 

incluyendo el bloqueo de las vías de señalización de HER2, la inhibición de la 

eliminación del ectodominio de HER2 y la inducción de ADCC (Junttila et al., 2011). 

 

Figura 6. Internalización y mecanismo de acción de T-DM1. (1) Unión de T-DM1 a su 
antígeno HER2, seguida de (2) la internalización de los complejos T-DM1-HER2 hacia los 
endosomas y luego (3) a los lisosomas; donde se produce la digestión completa de trastuzumab 
para liberar los metabolitos activos, Lys-MCC-DM1. Al presentar carga positiva a pH fisiológico, 
el metabolito activo es incapaz de atravesar la membrana, por lo tanto, requiere de un 
transportador a través de la membrana lisosomal. Una vez en el citoplasma, se une a la tubulina 
(4), inhibiendo su polimerización e induciendo catástrofe mitótica. El mecanismo de acción del T-
DM1 está indicado con las letras a, b y c y marcado en rojo.  
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3.3.3. T-DXd 

T-DXd (Enhertu®) es un ADC compuesto por trastuzumab unido deruxtecan 

(DXd, derivado del exatecan), un inhibidor de la topoisomerasa I, mediante un 

enlace escindible sensible a enzimas lisosomales (Ogitani et al., 2016). T-DXd 

mantiene las funciones de trastuzumab como ADCC e induce daño en el ADN y 

apoptosis gracias a la acción de DXd. La ventaja de T-DXd es que es efectivo en 

tumores con bajos niveles de HER2 en comparación con T-DM1 debido en parte a 

tener un DAR de 8 (en comparación con T-DM1, DAR=3,5). Otra de las ventajas de 

este ADC con respecto a T-DM1, es que DXd es permeable a través de la 

membrana y tiene efecto citotóxico de vecindad que permite eliminar células que no 

sobreexpresan HER2 en tumores heterogéneos. Además, DXd al tener una vida 

media corta minimiza una amplia exposición sistémica. Esto permitiría el uso de T-

DXd en pacientes con tumores FISH-negativo, HER2 1+ o 2+, las cuales no 

responden a terapias anti-HER2.  

Basado principalmente en los resultados del ensayo clínico de fase II 

DESTINY-Breast01, T-DXd fue aprobado por la FDA en 2019 y por la EMA en 2021 

para el tratamiento de pacientes con cáncer de mama HER2+ metastásico que han 

recibido dos o más terapias anti-HER2 previamente. Muy recientemente, T-DXd ha 

sido aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con adenocarcinoma 

gástrico HER2+ o de la unión gastroesofágica localmente avanzado o metastásico 

que han recibido un régimen previo basado en trastuzumab (Keam, 2020; Modi et 

al., 2020; Shitara et al., 2021). 

4. MECANISMOS DE RESISTENCIA A T-DM1 

4.1. Tipos de resistencia  

La plasticidad de las células cancerígenas les permite adaptarse y sobrevivir 

en presencia de fármacos antitumorales. La resistencia a estos fármacos puede ser 

primaria (también denominada de novo o intrínseca) o secundaria. La resistencia 

primaria ocurre cuando no hay respuesta desde el inicio del tratamiento. Por otro 

lado, la resistencia secundaria se refiere a las células tumorales que tienen una 

respuesta inicial al fármaco, pero desarrollan resistencia con el tiempo (Sharma et 

al., 2017). Dentro de esta última clase de resistencia, se han considerado dos 

subtipos. La resistencia adaptativa ocurre cuando un clon o varios clones de células 

resistentes están presentes en un tumor heterogéneo. Esos clones resistentes 
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suelen representar una minoría con respecto a poblaciones sensibles y este es el 

motivo de la respuesta inicial del tumor. El tratamiento con el fármaco antitumoral 

reduce el volumen del tumor al actuar sobre la población sensible, pero no es tan 

eficaz contra los clones resistentes. Esa circunstancia permite que las células 

resistentes crezcan y se vuelvan predominantes en el tumor recidivante. Este tipo de 

resistencia secundaria se considera el más frecuente. El otro tipo de resistencia 

secundaria se denomina resistencia adquirida, que se caracteriza por la aparición de 

nuevas alteraciones moleculares en las células tumorales durante el tratamiento con 

el agente antitumoral. Estas alteraciones permiten a las células tumorales sobrevivir 

en presencia del fármaco.  

4.2. Alteraciones en HER2 

T-DM1 es un ADC dirigido contra HER2, por tanto, la disminución de sus 

niveles o su alteración estructural son posibles causas de resistencia (Burris et al., 

2011; LoRusso et al., 2011). Recientemente se ha demostrado, en líneas celulares y 

en muestras de pacientes, que el tratamiento dual con trastuzumab y pertuzumab 

reduce los niveles de HER2, reduciendo la eficacia de T-DM1 como tratamiento en 

segunda línea (Bon et al., 2020). Un estudio reciente afirma la necesidad de 

reanalizar el estado de HER2 en cáncer de mama metastásico por los cambios de 

expresión observados en HER2 (Van Raemdonck et al., 2021). En este estudio, las 

pacientes con pérdida de HER2 mostraron una peor respuesta a T-DM1 y peor 

supervivencia global (overall survival, OS). Otros estudios previos también han 

demostrado discrepancias (tanto pérdida como ganancia) en los niveles de 

expresión de HER2 entre las lesiones primarias y metastásicas de cáncer de mama, 

siendo más frecuente la pérdida, así como en muestras pre- y post-tratamiento con 

terapias anti-HER2 (Aurilio et al., 2014; Lower et al., 2017; Mittendorf et al., 2009; 

Niikura et al., 2012; Schrijver et al., 2018). Por tanto, la pérdida de HER2 es 

recurrente en pacientes con cáncer de mama HER2+ pretratado o metastásico. 

En el ensayo KRISTINE, un subgrupo de 15 pacientes tratados con T-DM1 y 

pertuzumab que habían experimentado progresión locorregional antes de la cirugía 

mostraron una alta heterogeneidad en la expresión de HER2, que se asoció con 

niveles bajos de expresión, lo que podría haber contribuido a los peores resultados 

clínicos observados en el tratamiento con T-DM1 (Hurvitz et al., 2019). Este 

fenómeno también ha sido observado en cáncer gástrico HER2+, donde se observó 

pérdida de la positividad para el estado de HER2 y menor respuesta a T-DM1 en un 
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buen número de pacientes (Seo et al., 2019). Por otra parte, en pacientes con 

resistencia primaria a T-DM1 se observó pérdida de amplificación de ERBB2 en el 

ADN tumoral circulante (Sakai et al., 2018). 

En varias líneas celulares con resistencia secundaria a T-DM1 generadas in 

vitro, se ha observado una disminución de la expresión de HER2 en comparación 

con las células parentales (Barok et al., 2020; Endo et al., 2018; Li et al., 2018; 

Frank Loganzo et al., 2015; Nadal-Serrano et al., 2020; Sabbaghi et al., 2017; 

Schwarz et al., 2017; Sung et al., 2018). 

Sin embargo, no solo la pérdida de HER2 conduce a resistencia a 

trastuzumab y/o T-DM1, pues la expresión de formas truncadas de HER2 también 

puede desencadenar este fenotipo. Por ejemplo, p95HER2 genera resistencia a 

trastuzumab al carecer del subdominio IV al que se une el mAb (Scaltriti et al., 

2007). La expresión de MUC4, una mucina asociada a la membrana, está 

relacionada con resistencia a trastuzumab al enmascarar parcialmente a HER2 e 

impedir su unión (Nagy et al., 2005). Este tipo de alteraciones podría darse también 

en resistencias a T-DM1. Por otra parte, se ha descrito una variante de corte y 

empalme que elimina el exón 16 en el dominio extracelular de HER2 (d16HER2) en 

cánceres de mama y líneas celulares HER2+. En un principio se observó que las 

líneas celulares que expresaban d16HER2 eran resistentes a trastuzumab (aunque 

el epítopo de trastuzumab se conservase) al estabilizar los homodímeros de HER2 y 

mantenerlos constitutivamente activos. Además, se describió que la variante 

d16HER2 interactuaba directamente con la tirosina quinasa Src. Gracias a esta 

observación, se describió que el tratamiento con el inhibidor de Src dasatinib 

reviertía la resistencia a trastuzumab (Castiglioni et al., 2006; Mitra et al., 2009). 

Recientemente también se ha descrito que la isoforma d16HER2 confiere 

resistencia a T-DM1 in vitro debido a la baja internalización de d16HER2 (Turpin et 

al., 2016). Sin embargo, otros estudios realizados in vivo o con datos y muestras de 

pacientes con cáncer HER2+ de mama y gastrointestinal reportan que tumores que 

expresan la isoforma d16HER2 son sensibles al tratamiento con trastuzumab (Alajati 

et al., 2013; Castagnoli et al., 2017; Castagnoli et al., 2014; Volpi et al., 2019). A 

pesar de estas controversias respecto a d16HER2, observándose resistencia in vitro 

y susceptibilidad in vivo a trastuzumab, no hay evidencias clínicas que asocien 

d16HER2 a resistencia a trastuzumab y/o T-DM1 (Castagnoli et al., 2019). Además, 

mutaciones en ERBB2, principalmente en el dominio quinasa, se han relacionado 
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con resistencia a trastuzumab tanto en líneas celulares como en pacientes (Cocco 

et al., 2019; Zuo et al., 2016). Este mismo fenómeno podría darse en resistencias a 

T-DM1. 

4.3. Alteraciones en la internalización de T-DM1  

Una vez que T-DM1 se une a HER2, los complejos T-DM1-HER2 se 

internalizan en endosomas. La internalización de HER2 puede ser promovida por la 

proteína endofilina A2. De hecho, se ha observado que el silenciamiento de esta 

proteína en células HER2+ reduce la internalización de HER2 y disminuye la 

respuesta a trastuzumab y T-DM1 (Baldassarre et al., 2017).  

Los procesos de ubiquitinación y tráfico de HER2 hacia los lisosomas pueden 

verse alterados por su asociación constitutiva con la chaperona HSP90 y, por tanto, 

alterar la eficacia de las terapias dirigidas a HER2 como T-DM1. De hecho, la 

inhibición de HSP90 mediada por 17-AAG en combinación con trastuzumab 

potencia la captación endocítica de HER2 hacia los lisosomas y su degradación. 

Además, la combinación de 17-AAG y trastuzumab tiene efectos antiproliferativos y 

apoptóticos sinérgicos en las células de cáncer de mama HER2+ (Raja et al., 2008). 

Por otra parte, un mayor reciclaje a la membrana plasmática de los 

endosomas que contienen HER2 podría desviar a T-DM1 del tráfico hacia los 

lisosomas y, por lo tanto, disminuir su actividad antitumoral mediada por Lys-MCC-

DM1. HER2 se caracteriza por su reciclaje rápido y se ha observado este proceso 

tras la unión de trastuzumab (Austin et al., 2004). De hecho, Austin y colaboradores 

reportaron que la geldanamicina, otro inhibidor de HSP90, disminuye el reciclaje de 

HER2, aumenta la localización de RTK en las vesículas intracelulares, mejora su 

degradación y aumenta la concentración de complejos HER2-trastuzumab en 

células tumorales. En un modelo preclínico de resistencia adquirida a T-DM1 se ha 

observado un mayor reciclaje de los complejos T-DM1-HER2 y una liberación 

intracelular reducida de DM1. Sin embargo, este modelo tiene de partida unos 

niveles de HER2 más bajos que la línea parental, lo que también contribuye al 

fenotipo de resistencia (F. Loganzo et al., 2015). 

Un posible mecanismo de resistencia a T-DM1 descrito recientemente, es la 

internalización de T-DM1 a través de caveolas compuestas por caveolina-1 (CAV1), 

limitando su llegada a los lisosomas. En el modelo preclínico analizado se observó 

una sobreexpresión de CAV1 en la línea celular con resistencia adquirida a T-DM1. 
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Además, la colocalización de T-DM1 y CAV1 se correlacionó con una disminución 

de la respuesta a T-DM1 en un panel de células HER2+. Sin embargo, el 

silenciamiento de CAV1 no fue suficiente para resensibilizar la línea resistente a T-

DM1 (Sung et al., 2018). De hecho, otros autores han relacionado la internalización 

dependiente de CAV1 con mayor sensibilidad a T-DM1 (Chung et al., 2018; Chung 

et al., 2015).  

4.4. Alteraciones a nivel lisosomal 

La llegada de T-DM1 a los lisosomas y su procesamiento por las enzimas 

lisosomales es esencial para la liberación de los catabolitos activos Lys-MCC-DM1. 

Los lisosomas son compartimentos ácidos y su capacidad proteolítica depende de 

las bombas de protones vacuolar H+-ATPasa (V-ATPasa) que regulan el pH 

lisosomal. Dado que las membranas lisosomales son impermeables a los catabolitos 

que presentan carga, Lys-MCC-DM1 requiere mecanismos de transporte desde el 

interior del lisosoma al citosol. Alteraciones en todos estos pasos han sido 

observadas en modelos con resistencia adquirida a T-DM1 (Barok et al., 2014; 

García-Alonso et al., 2020).  

Nuestro grupo describió que un incremento del pH lisosomal, así como una 

reducción de la actividad de proteasas lisosomales, son causa de resistencia a T-

DM1 (Ríos-Luci et al., 2017). En otro modelo de resistencia a T-DM1 también se 

reportó una disminución de la acidificación del lisosoma. En este caso, se observó 

una reducción de las concentraciones intracelulares de Lys-MCC-DM1 como 

consecuencia de una actividad aberrante de la V-ATPasa en los lisosomas de las 

células resistentes que disminuyó el metabolismo de T-DM1 y la producción del 

catabolito activo (Wang et al., 2017). 

Por otra parte, se ha descrito que SLC46A3 es una proteína de la membrana 

de los lisosomas que media el transporte de Lys-MCC-DM1 del interior lisosomal al 

citoplasma celular. La pérdida de expresión de SLC46A3 se ha observado en varios 

modelos con resistencia adquirida a T-DM1 y su expresión lentiviral restaura la 

sensibilidad a T-DM1 (Hamblett, Jacob, et al., 2015; Kinneer et al., 2018; Li et al., 

2018). 
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4.5. Aumento de la expresión y actividad de bombas de expulsión de 

fármacos 

El aumento de expresión y/o actividad de bombas de expulsión ha sido un 

mecanismo ampliamente estudiado en resistencias a quimioterapia (Robey et al., 

2018; Sun et al., 2012). Con respecto a T-DM1, se ha descrito que algunas bombas 

de expulsión de fármacos de la familia ABC (ATP-binding cassette, casete de unión 

a ATP) pueden expulsar el compuesto Lys-MCC-DM1 al medio extracelular, 

evitando que se una a la tubulina y ejerza su acción antitumoral. Concretamente, se 

ha reportado que la alteración en la expresión de ABCB1/MDR1/P-gp, 

ABCC1/MRP1, ABCC2 y ABCG2/BCRP/MXR/ABCP conduce a resistencia a T-DM1 

en modelos preclínicos (Le Joncour et al., 2019; Li et al., 2018; F. Loganzo et al., 

2015; Takegawa et al., 2017; Yamazaki et al., 2021). En estos estudios, la inhibición 

de la actividad de los transportadores restauraba la sensibilidad a T-DM1.  

4.6. Aumento de la producción de ligandos y activación de RTK 

alternativos  

En un estudio in vitro, la adición de NRG inhibió la acción del T-DM1 en 

algunas líneas celulares HER2+. Esto fue debido a la dimerización de HER2/HER3 y 

la activación de la vía PI3K/Akt. De hecho, este efecto se revirtió mediante la adición 

de pertuzumab, que inhibe dicha dimerización (Phillips et al., 2014). Estos 

resultados sugieren que ligandos como NRG pueden afectar la sensibilidad a T-DM1 

y por tanto ser un posible biomarcador de refractariedad a T-DM1. Un estudio 

reciente ha demostrado que un incremento de NRG1 exógena atenúa el efecto 

citotóxico de T-DM1 en células BT474 cultivadas en 3D y que los niveles de ARNm 

de NRG1 se correlacionan positivamente con un aumento de la concentración 

media inhibitoria (IC50, half maximal inhibitory concentration) de T-DM1 en un panel 

de líneas celulares HER2+ (Schwarz et al., 2017). De hecho, en las líneas celulares 

de cáncer de mama HER2+ con resistencia secundaria a T-DM1 se observó una 

mayor expresión y activación de HER3 y de su ligando NRG1. Por otra parte, se 

observó un aumento significativo de los transcritos de NRG1 en muestras tumorales 

pareadas que progresaron después de terapias anti-HER2, incluyendo T-DM1 

(Schwarz et al., 2017). En este mismo estudio también se observó reducción de los 

niveles proteicos de HER2 (en un 63,6% de las muestras pareadas) tras el 

tratamiento e incluso pérdida de amplificación.  
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Dos trabajos independientes han reportado que en sus modelos con 

resistencia adquirida a T-DM1 y resistencia primaria a trastuzumab, la disminución 

de los niveles de HER2 ha ido acompañada de un aumento de los niveles de EGFR 

(Endo et al., 2018; Li et al., 2018). Sin embargo, el silenciamiento de EGFR no es 

suficiente para revertir el fenotipo de resistencia (Li et al., 2018). Endo y 

colaboradores observaron que el aumento de los niveles de EGFR conducía a un 

aumento de los niveles de integrinas (α5β1 y αVβ3) que resultaba en una mayor 

movilidad e invasión de las células resistentes.  

4.7. Alteraciones en proteínas implicadas en vías celulares 

Sabbaghi y colaboradores observaron que en líneas celulares de cáncer de 

mama HER2+ sensibles a T-DM1, el tratamiento con el ADC provocaba un 

incremento de la ciclina B1 y arresto en la fase G2/M, proceso que desencadena 

catástrofe mitótica. Sin embargo, este fenómeno no se observó en células 

resistentes a T-DM1, donde no se produjo una acumulación de la ciclina B1. En este 

estudio, el silenciamiento de ciclina B1 en las líneas parentales generó resistencia a 

T-DM1 y el aumento de los niveles de ciclina B1 sensibilizó parcialmente a las líneas 

resistentes (Sabbaghi et al., 2017). Cabe destacar que los autores también 

observaron en una cohorte de 18 explantes de cáncer de mama HER2+ que el 

efecto de T-DM1 fue paralelo a la acumulación de ciclina B1. La ciclina B1 es una 

proteína esencial para la actividad de la quinasa 1 dependiente de ciclina (CDK1, 

cyclin dependent kinase 1) y la progresión a la fase M, y su degradación es 

requerida para salir de la mitosis. Por tanto, la inducción defectuosa de ciclina 

B1/CDK1 por T-DM1 en las células resistentes impide la progresión del ciclo celular, 

ocasionando la salida mitótica y la citocinesis, y por tanto, impidiendo el arresto en 

la fase G2/M y el fenómeno de catástrofe mitótica (Hunter et al., 2020). 

En otro estudio se ha observado un aumento de la expresión de la quinasa 

tipo polo 1 (PLK1, polo-like kinase 1) en modelos resistentes a T-DM1 en 

comparación con las líneas celulares parentales. La inhibición de PLK1, tanto a nivel 

genómico como farmacológico con volasertib, revertió la resistencia a T-DM1 en los 

modelos preclínicos (Saatci et al., 2018). PLK1 juega un papel importante tanto en el 

inicio como en la finalización de la mitosis y su regulación dinámica a través de esta 

fase del ciclo celular es esencial para la ejecución correcta de la misma (Schmucker 

& Sumara, 2014). 
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En células con resistencia adquirida a T-DM1 se ha descrito que la 

disminución de los niveles de PTEN (phosphatase and tensin homolog, homólogo 

de fosfatasa y tensina) contribuye al fenotipo de resistencia. De hecho, la 

disminución de los niveles de PTEN en la línea parental redujo la acción de T-DM1 y 

de trastuzumab. Además, un inhibidor de PI3K revertió la resistencia a T-DM1 

ocasionada por la pérdida de PTEN (Li et al., 2018). PTEN es una fosfatasa que 

actúa como supresor tumoral al desfosforilar a fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato 

(PIP3), un producto lipídico y mensajero secundario de PI3K. Mediante esta acción, 

antagoniza directamente la función de PI3K y bloquea, por tanto, la activación de 

eventos de señalización descendentes, incluyendo la vía Akt y la diana de la 

rapamicina en mamíferos (mTOR, mammalian target of rapamycin) entre otras 

(Chalhoub & Baker, 2009; Molinari & Frattini, 2013). De hecho, la pérdida y la 

disminución de los niveles de PTEN han sido relacionadas con resistencia a 

trastuzumab (Aghazadeh & Yazdanparast, 2017; Du et al., 2014; Nagata et al., 

2004). En general, deleciones en PTEN y mutaciones activantes en PIK3CA 

ocasionan la activación constitutiva de PI3K/Akt, que se han relacionado con 

resistencia a terapias contra receptores HER (Arteaga & Engelman, 2014; Berns et 

al., 2007).  

En células de carcinoma de esófago resistentes a T-DM1 se han observado 

alteraciones en la expresión de genes implicados en la adhesión celular y la 

señalización de prostaglandinas (Sauveur et al., 2018). Estos cambios promueven 

alteraciones en la morfología celular, aumento de la migración y la supervivencia. 

Sin embargo, el mecanismo específico por el cual estos cambios de expresión en 

genes implicados en la adhesión celular y la ruta de señalización de prostaglandinas 

conducen a resistencia a T-DM1 está por elucidar.  

Recientemente se ha reportado que la activación de STAT3 mediada por la 

sobreexpresión del receptor del factor inhibidor de la leucemia (LIFR, leukemia 

inhibitory factor receptor) confiere resistencia a T-DM1. Dicha activación conduce a 

la expresión y secreción de factores que inducen a la resistencia. La inhibición de 

STAT3 resensibiliza las células a la acción del T-DM1, tanto in vitro como in vivo 

(Wang et al., 2018). Por otra parte, se ha relacionado el aumento de expresión del 

receptor huérfano 1 similar al receptor tirosina quinasa (ROR1, receptor tyrosine 

kinase like orphan receptor 1) y un incremento de células madre cancerosas con 

resistencia a T-DM1 (Islam et al., 2019). 
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Recientemente, en una línea de cáncer de mama HER2+ con resistencia 

adquirida a T-DM1, se observó un aumento de la resistencia a los agentes anti-

tubulina. Estas células presentaban menores niveles de tubulina polimerizada y 

tubulina βIII y un aumento de la aneuploidía basal. Sin embargo, el silenciamiento 

de tubulina βIII en la línea parental no fue suficiente para generar resistencia a T-

DM1. Es probable que la causa de la resistencia sea multifactorial y uno de estos 

factores sean las modificaciones del complejo microtúbulos/tubulina y la 

inestabilidad cromosómica (Sauveur et al., 2020).  

 

Figura 7. Mecanismos de resistencia a T-DM1. Esquema representativo de los mecanismos 

(posibles o descritos) implicados en la resistencia a T-DM1.  
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La tirosina quinasa transmembrana HER2 es importante en la homeostasis 

humana y su desregulación se ha relacionado con ciertos tipos de cáncer, como el 

cáncer de mama, en el que el 15-20% sobreexpresa HER2. Estos tumores tienden a 

crecer y diseminarse más rápido que otros cánceres de mama, pero es mucho más 

probable que respondan al tratamiento dirigido contra HER2. De hecho, las terapias 

anti-HER2 han demostrado ser muy eficaces y han aumentado las tasas de 

supervivencia de los pacientes con cáncer de mama HER2+ en los últimos 20 años.  

A pesar de la impresionante eficacia clínica observada, la resistencia primaria 

y secundaria a dichos fármacos ha surgido como un problema clínico. Aunque se 

han descrito diferentes mecanismos de resistencias a terapias dirigidas contra 

HER2, la incidencia de resistencias a tratamientos anti-HER2 es significativamente 

mayor que la frecuencia de presentación de las anomalías moleculares descritas, lo 

cual indica que deben existir mecanismos alternativos de resistencia.  

Considerando lo anterior, nos planteamos el objetivo de identificar nuevas 

dianas terapéuticas en cáncer de mama HER2+ y su aplicabilidad en el escenario de 

resistencia a terapias anti-HER2. 
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1. REACTIVOS  

Los productos químicos genéricos usados en el laboratorio de forma rutinaria 

fueron obtenidos a través Sigma-Aldrich (Madrid, España), Roche Biochemicals (St 

Louis, Estados Unidos) y Merck (Darmstadt, Alemania). Los medios de cultivo, 

antibióticos, tripsina-EDTA y suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) fueron 

adquiridos a través de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Estados Unidos). El 

material de plástico estéril de BD Biosciences (Franklin Lakes, Nueva Jersey, 

Estados Unidos) y Corning Incorporated (Corning, Nueva York, Estados Unidos) 

fueron adquiridos también a través de Thermo Fisher Scientific. 

Para transfecciones celulares se empleó jetPEI® de Polyplus Transfection 

(Illkirch, France) y vectores lentivirales suministrados por Cultek (Madrid, España), 

Addgene (Cambridge, MA, USA) o Sigma-Aldrich. La puromicina empleada para la 

selección fue de Sigma-Aldrich.  

La monometil auristatina F (MMAF) se adquirió a través de Sigma-Aldrich. 

Lapatinib y neratinib a través de Selleckchem (Houston, TX). EV20 y EV20/MMAF 

fueron generados por Mediapharma y fueron proveídos a través del Dr. Gianluca 

Sala (Universidad de Chieti-Pescara, Chieti, Italia). Trastuzumab, pertuzumab y T-

DM1, de Hoffmann-La Roche (Basilea, Suiza), se compraron a través de una 

farmacia local.  

La proteína A-Sefarosa® y estreptavidina-sefarosa High Performance fueron 

distribuidas por GE Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido).  

Las membranas de PVDF Immobilon®-P fueron compradas a Millipore 

Corporation (Billerica, Massachusetts, Estados Unidos) y las películas de 

autorradiografía, a Agfa (Mortsel, Bélgica). 

2. ANTICUERPOS  

Los anticuerpos utilizados en la presente tesis doctoral se detallan en la tabla 

3 (anticuerpos primarios) y tabla 4 (anticuerpos secundarios). Todos los anticuerpos 

generados en el laboratorio son anticuerpos policlonales de conejo y fueron 

generados como se describe en Sánchez-Martín & Pandiella, 2012.  
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Tabla 3. Anticuerpos primarios  

Antígeno 
Aplicación, 

dilución/cantidad 
Referencia 

Casa 
comercial 

Calnexina WB, 1:40.000 ADI-SPA-860-F 
Enzo Life 
Science 

Calnexina (E-10) WB, 1:20.000 sc-46669 Santa Cruz 

GAPDH WB, 1:10.000 sc-166574 Santa Cruz  

BUBR1 WB, 1:3.500 612503 BD Biosciences 

Caspasa 3 
procesada 

WB, 1:1.000 #9664 Cell Signaling  

Fosfo-histona H3 en 
Ser10 (pHistona H3) 

WB, 1:6.000 06-570 Merck 

Fosfo-Akt en 
Ser473 (pAkt) 

WB, 1:5.000 560397 BD Biosciences 

EGFR (528) IP, 1 µg sc-120 Santa Cruz  

EGFR WB, 1:15.000 
(Sánchez-Martín & 
Pandiella, 2012) 

Hecho en el 
laboratorio 

HER2 (Ab3) WB, 1:10.000 OP15 Calbiochem 

HER2 IP, 1 µg Trastuzumab Roche 

Fosfo-HER2 en 
Tyr1221/22, (pHER2) 

WB, 1:1.000 #2249 Cell Signaling  

HER3 
WB, 1:5.000 

IP, 1 µg 

(Sánchez-Martín & 
Pandiella, 2012) 

Hecho en el 
laboratorio 

Fosfo-HER3 en 
Tyr1289 (pHER3) 

WB, 1:5.000 #4791 Cell Signaling  

HER4 
WB, 1:2.500 

IP, 1 µg 

(Sánchez-Martín & 
Pandiella, 2012) 

Hecho en el 
laboratorio 

Fosfo-Tyr (PY99) WB, 1:10.000 sc-7020 Santa Cruz  

β-tubulina  IF, 1:200 T4026 Sigma-Aldrich 

LAMP1 
IF, 1:100 

WB, 1:3.000 
#9091 Cell Signaling  

WB: Western blot, IP: inmunoprecipitación, IF: inmunofluorescencia  

 

Tabla 4. Anticuerpos secundarios y reactivos de detección 

Especie reconocida – 
antígeno 

(molécula conjugada) 

Aplicación, 
dilución 

Referencia Casa comercial 

Conejo – IgG (HRP) WB, 1:20.000 1706515 
Bio-Rad 
Laboratories 

Ratón – IgG (HRP) WB, 1:10.000 NA931 GE Healthcare 

Humano – IgG (HRP) WB, 1:40.000 109-035-088 
Jackson 
ImmunoResearch 
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Conejo – IgG 

(Starbright 700) 
WB, 1:5.000 12004162 

Bio-Rad 
Laboratories 

Ratón – IgG 

(Starbright 520) 
WB, 1:5.000 12005867 

Bio-Rad 
Laboratories 

Conejo – IgG (Cy2) IF, 1:100 111-225-144 
Jackson 
ImmunoResearch 

Ratón – IgG (Cy2) IF, 1:100 PA42002 GE Healthcare 

Humano – IgG (Cy3) IF, 1:800 109-165-003 
Jackson 
ImmunoResearch 

Estreptavidina-HRP WB, 1:50.000 N100 
Thermo Fisher 
Scientific 

IgG: Inmunoglobulina G, WB: Western blot, IF: inmunofluorescencia, Cy: cianina, HRP: 
peroxidasa de rábano   

 

 

1.1. Conjugación de anticuerpos a SMCC-DM1 

La conjugación de pertuzumab y cetuximab a SMCC-DM1 se realizó mediante el 

reactivo SET0101 de Levena Biopharma (San Diego, California, Estados Unidos) 

siguiendo las indicaciones del fabricante.  

3. CULTIVOS CELULARES 

3.1. Líneas celulares  

Las líneas celulares empleadas en la tesis doctoral se detallan en la Tabla 5. 

Todas las líneas celulares que son de procedencia humana se obtuvieron de la 

ATCC (American Type Culture Collection) excepto PDX118, TR1 y TR2, que fueron 

generosamente proporcionadas por el laboratorio del Dr. Joaquín Arribas (VHIO, 

Barcelona). 

Tabla 5. Líneas celulares 

Línea celular Tejido 
Medio de 

cultivo 

BT474 y líneas celulares 
resistentes a terapias 
anti-HER2 derivadas de la 
misma 

Carcinoma ductal de mama HER2+ DMEM 

PDX118, TR1 y TR2 
(líneas resistentes a 
trastuzumab) 

Obtenido de un xenoinjerto tumoral 
derivado del paciente (PDX, 
patient-derived xenograft). Este 
tumor provenía de una paciente 
con cáncer de mama HER2+ 

DMEM 

HCC1419 
Carcinoma ductal primario de 
mama HER2+ 

RPMI 1640 
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HCC1569 
Carcinoma metaplásico primario 
de mama HER2+ 

RPMI 1640 

HCC1954 Carcinoma ductal de mama HER2+ RPMI 1640.  

HCC2218 Carcinoma ductal de mama HER2+ RPMI 1640 

SKBR3 Adenocarcinoma de mama HER2+ DMEM 

MDA-MB-361 Adenocarcinoma de mama HER2+ DMEM 

BT549 Carcinoma ductal de TNBC RPMI 1640 

MDA-MB-231 Adenocarcinoma de TNBC DMEM 

HS-5 
Fibroblastos de médula 
ósea/estroma 

DMEM 

HEK-293T 

Fibroblasto embrionario de riñón 
(variante de la línea HEK-293 que 
contiene el antígeno T largo de 
SV40) 

DMEM 

 

3.2. Condiciones de cultivo y mantenimiento  

Las líneas celulares se cultivaron en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium) o RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (detallado en la tabla 5) 

suplementado con FBS al 10% y antibióticos (penicilina/estreptomicina) al 1%.  

Las células se cultivaron en placas estériles en incubadores con atmósfera 

húmeda al 5% de CO2 y temperatura constante de 37ºC. Periódicamente, las células 

se subcultivaron para su mantenimiento y/o plaqueo de experimentos. Para ello, se 

lavaron con tampón fosfato salino (PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM 

KH2PO4, 8 mM Na2HPO4) y se incubaron aproximadamente 5 minutos con tripsina-

EDTA, que se neutralizó pasado este tiempo con medio de cultivo. Posteriormente, 

la suspensión celular se diluyó adecuadamente según la línea celular en nuevas 

placas de cultivo para su mantenimiento. 

3.3. Preservación de líneas celulares 

Las células fueron congeladas a partir de cultivos en fase de crecimiento 

exponencial. Para congelar las células, las monocapas celulares a una confluencia 

del 70-80% fueron tripsinizadas y centrifugadas a 219 x g durante 3 minutos. 

Pasado este tiempo, las células se resuspendieron en 1,5 ml de medio de 

congelación, DMEM o RPMI 1640, según el tipo celular, suplementado con 10% de 

dimetilsulfóxido (DMSO, dimethyl sulfoxide) como agente crioprotector. Los 

crioviales se mantuvieron a -80ºC durante 24 horas y, a continuación, se 

transfirieron a tanques de nitrógeno líquido para su almacenamiento a largo plazo. 
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Cuando las líneas celulares se quisieron descongelar para su uso, los 

criovales se depositaron en un baño termostático a 37ºC durante 3-5 minutos. 

Posteriormente las células se recolectaron con medio y se centrifugaron a 219 x g 

durante 3 minutos. Finalmente, se plaquearon en placas estériles.  

3.4. Generación de líneas resistentes a terapias anti-HER2  

Las células resistentes a trastuzumab, lapatinib, neratinib y T-DM1 fueron 

generadas de manera previa a mi incorporación al laboratorio mediante exposición 

continua a los fármacos. Brevemente, para la generación de un conjunto (“pool”) de 

células BT474 resistentes a trastuzumab, denominado BTRH (BT474 Resistente a 

Herceptina), 5.000 células se sembraron en placas de 150 mm que luego se trataron 

con trastuzumab 50 nM durante 12 meses, reemplazando semanalmente el medio 

suplementado con el fármaco. Luego, las células resistentes se mantuvieron en 

ausencia o presencia de trastuzumab durante un período adicional de 6 meses. La 

razón para mantener cultivos con o sin trastuzumab fue explorar la estabilidad del 

fenotipo resistente. De hecho, se encontró innecesario mantener trastuzumab una 

vez que se estableció la resistencia al medicamento. En el caso de los clones 

resistentes a trastuzumab, las células BT474 fueron sembradas a baja densidad en 

placas de 150 mm y se trataron con trastuzumab 50 nM durante 2 meses. Luego, se 

aislaron clones individuales y se transfirieron de forma individual a placas de 24 

pocillos. 

La generación de clones resistentes a T-DM1 se logró cultivando células 

BT474 (5.000 células en placas de 150 mm) durante tres meses en presencia de T-

DM1 5 nM.  

Para la generación de células resistentes a lapatinib o neratinib, 5.000-20.000 

células BT474 se plaquearon en placas de 150 mm y se trataron a diferentes 

concentraciones (1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1000 o 5000 nM) dependiendo del TKI. 

Después de tres meses en cultivo bajo la presencia continua de los fármacos (los 

medios se reemplazaron semanalmente) se obtuvieron clones de células 

resistentes. La mejor selección se logró con dosis de 1 y 5 µM de lapatinib y 10 y 25 

nM de neratinib.  

Los clones estables generados resistentes a fármacos anti-HER2 se 

analizaron de manera rutinaria mediante contaje celular para comprobar que 

mantenían la resistencia al fármaco. 
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4. INFECCIONES VIRALES 

Los experimentos de silenciamiento génico se realizaron mediante lentivirus 

generados por las células HEK293T. Para la producción de los lentivirus, se 

sembraron las células HEK293T en placas de 100 mm, y a las 24 horas, fueron 

transfectadas con un sistema que requiere el empleo de cuatro plásmidos 

(Addgene, Cambridge, Estados Unidos): 

1) Vector lentiviral (8 μg): pLKO.1-puro o shRNA (short hairpin RNA, ARN en 

horquilla corto) no codificante que contenía un shRNA que no estaba dirigido 

contra ningún gen humano (control negativo, shControl) o pLKO.1-shRNA 

dirigido al gen específico que queremos silenciar (Tabla 6).  

2) pMD2.G (4 μg). Contiene la secuencia codificante de VSV G, la glicoproteína G 

del virus de la estomatitis vesicular que constituye la envuelta del virus.  

3) pRSV-Rev (4 μg). Contiene el ADNc de rev (codifica la proteína Rev que 

permite la exportación del núcleo al citoplasma del ARNm que contiene el 

elemento RRE, permitiendo los eventos posteriores de traducción y 

empaquetado de viriones). 

4) pMDLg/pRRE (4 μg). Contiene las secuencias codificantes de gag (codifica las 

proteínas estructurales principales de la partícula viral), pol (codifica enzimas 

específicas del retrovirus) y una secuencia que contiene RRE (sitio de unión 

para la proteína Rev). 

La co-transfección se realizó en células HEK293T usando el reactivo jetPEI® 

(Polyplus-transfection, Illkirch, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, se mezclaron los 20 µg de los plásmidos anteriores y se llevaron hasta 

un volumen final de 250 µl con NaCl 150 mM. Por otra parte, se mezclaron 40 µl de 

jetPEI® con 210 µl de NaCl para cada vector viral usado. A continuación, se 

transfirió la solución de jetPEI® a cada tubo, se mezclaron las soluciones y se 

incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Pasado este tiempo, la 

mezcla se adicionó, gota a gota, sobre el medio de cultivo de las HEK293T. A las 24 

horas se reemplazó el medio de cultivo por medio fresco. Al día siguiente (48 horas 

después de la co-transfección), se recogió el medio que contenía las partículas 

lentivirales y se filtró con un filtro de 0,45 μm de tamaño de poro (Merck Millipore). A 

este medio filtrado se le adicionó 6 µg/ml de polibreno (Sigma-Aldrich) para aumenta 

la eficiencia de la transducción celular y se usó para infectar las células diana. 
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Transcurridas 8-12 horas, se repitieron los pasos de recogida de medio, filtración e 

infección. A las 24 horas de la primera infección, se retiró el medio con los lentivirus 

y se reemplazó por medio de cultivo fresco. En total, las células infectadas se 

cultivaron durante 48-72 horas y posteriormente se seleccionaron con 3 µg/ml de 

puromicina (Sigma-Aldrich) durante otras 48-72 horas.  

Se probaron cinco secuencias diferentes de shRNA para cada gen y las dos 

que produjeron los mayores niveles de silenciamiento de las proteínas se utilizaron 

para los experimentos de proliferación (Tabla 6). 

Tabla 6. Secuencias de shRNA 

Gen 
Referencia del clon 

(Referencia en la tesis) 
Secuencia madura antisentido 

ERBB3 

TRCN0000000623 

 (shHER3 #1) 
AAT CAG GGT TAT CAA AGG CAG 

TRCN0000009835 

(shHER3 #2) 
TCA ATA TCT ACT CCT AAC CT 

 

5. CONTAJE CELULAR. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR 

Para llevar a cabo los experimentos a una densidad celular determinada, se 

realizó previamente el recuento de las células a plaquear. Las células se lavaron 

con PBS y se tripsinizaron. Posteriormente la tripsina se inactivó con medio. A 

continuación, se recogieron 500 μl de la suspensión celular en un vaso de 

poliestireno (Beckman Coulter Life Sciences, Indianápolis, Estados Unidos) que 

contenía 9,5 ml de ISOTON® (Beckman Coulter Life Sciences). El contaje de las 

células se realizó en un contador de partículas Z1 Coulter (Beckman Coulter, 

Pasadena, CA, Estados Unidos), que cuantifica partículas con un tamaño 

comprendido entre 8 y 24 μm. El número de partículas por ml estimado por el 

contador se multiplicó por el factor de dilución empleado (20) para estimar el número 

de células en la suspensión celular. El número de células plaqueadas para cada 

experimento varía según el tipo de ensayo, la línea celular y el tiempo de duración 

del experimento. 

Por otra parte, la proliferación celular se analizó mediante ensayos de contaje 

celular. Para ello las células se sembraron en placas de 6 pocillos a la densidad 

estimada (según la línea celular y el día de recuento). Si era necesario, a las 24 

horas el medio se reemplazó con medio de cultivo completo que contenía los 

fármacos de estudio. Para realizar el contaje, se retiró el medio, las células se 
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lavaron con PBS, se añadieron 200 µl de tripsina y las células se recogieron con 2 

ml de medio que se diluyeron en ISOTON® (1 ml de la suspensión celular en 9 ml 

de ISOTON®) para ser contadas en el contador de partículas Z1 Coulter. Para 

calcular el número de células por pocillo, el valor de partículas por ml estimado por 

el contador se multiplicó por 10 (factor de dilución) y 2,2 ml (volumen final de la 

suspensión celular).  

Los resultados están representados como la media y la desviación estándar 

(SD, standard deviation) de los triplicados de un experimento representativo que fue 

repetido al menos dos veces. Para determinar los valores de IC50 estimados de los 

ensayos de contaje se utilizó Graphpad Prism 6.0 (software GraphPad, La Jolla, CA, 

Estados Unidos).  

6. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

6.1. Preparación de lisados celulares 

Para preparar los lisados celulares, las células se lavaron dos veces con PBS 

frío y se añadió tampón de lisis frío (20 mM Tris-HCl pH 7,0, 140 mM NaCl, 50 mM 

EDTA, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40) suplementado con inhibidores de proteasas 

(1 μM pepstatina, 1 μg/ml aprotinina, 1 μg/ml leupeptina) y fosfatasas (25 mM -

glicerol fosfato, 50 mM fluoruro sódico, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1 mM 

ortovanadato sódico) en las placas sobre hielo durante 10 minutos. Pasado este 

tiempo, las células se lisaron mecánicamente con ayuda de un raspador, los lisados 

fueron transferidos a tubos de microcentrífuga y se centrifugaron a 17.000 x g a 4ºC 

durante 10 minutos. Finalmente, los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos. 

La concentración de proteína en los lisados se midió por el ensayo del ácido 

bicinconínico (BCA, bicinchoninic acid) mediante el kit Pierce™ BCA Protein Assay 

(Thermo Fisher Scientific, Madrid, España), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. 

6.2. Preparación de extractos a partir de muestras humanas y 

animales 

Las muestras de tumores y órganos procedentes de los ratones se 

obtuvieron tras sacrificar a los animales y fueron lavadas con PBS e inmediatamente 

congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -80ºC. 
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Se analizaron un total de 16 tumores de cáncer de mama HER2+ obtenidos 

del departamento de Patología del Hospital Universitario de Salamanca. Todas las 

pacientes proporcionaron un informe de consentimiento por escrito para la recogida 

de las muestras y su subsiguiente análisis. El procedimiento fue aprobado por el 

Comité de Bioética del Hospital de Salamanca. 

En el momento de la preparación de los extractos, las muestras fueron 

descongeladas en hielo, cortadas con un bisturí y homogeneizadas en un 

homogenizador (Dispomix drive tissue homogenizer, Medic tools) en el mismo 

tampón de lisis que para las células, pero con una concentración 10 veces mayor de 

inhibidores de proteasas (10 μM pepstatina, 10 μg/ml aprotinina, 10 μg/ml 

leupeptina). Se empleó 1,5-2 ml de lisis por cada 100 mg de muestra. Tras el 

procesamiento de las muestras, se centrifugaron a 17.000 x g durante 20 minutos a 

4ºC y los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos para su posterior 

cuantificación mediante BCA. 

6.3. Inmunoprecipitación 

En el caso de que fuese necesario enriquecer la cantidad de la proteína de 

interés en la muestra, se llevó a cabo la técnica de inmunoprecipitación. Para ello, 

se incubaron cantidades iguales de extracto proteico de las diferentes muestras a 

analizar con el anticuerpo correspondiente contra la proteína de interés (Tabla 3) y 

60 μl de proteína A-Sefarosa® (1:2) durante al menos 2 horas a 4ºC. Los complejos 

inmunes se recuperaron mediante una centrifugación corta a 17.000 x g durante al 

menos 30 segundos, seguido de tres lavados con 1 ml de tampón de lisis frío. El 

volumen final (30 μl) se mezcló con 30 μl de tampón de carga 2X para que quedase 

a concentración final 1X (2% SDS, 0,0125% azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% β-

mercaptoetanol, 50 nM Tris-HCl pH 6,8). 

6.4. Inmunoprecipitación de superficie 

Para la inmunoprecipitación de superficie, las células en monocapa se 

lavaron dos veces con tampón Krebs-Ringer-HEPES (KRH, 140 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 2 mM CaCl2, 5 mM MgSO4, 1,2 mM KH2PO4, 6 mM glucosa, 50 mM HEPES pH 

7,4) y se incubaron en el mismo tampón con 10 nM EV20/MMAF o 10 ó 50 nM 

trastuzumab durante 2 horas a 4ºC en agitación suave de tipo mecedora. Luego, las 

células se lavaron dos veces con PBS frio, se lisaron y cuantificaron, y cantidades 

proporcionales de cada extracto celular se precipitaron con proteína A-Sefarosa® 
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usando los anticuerpos unidos a las células durante 30 minutos a 4ºC. 

Posteriormente se lavaron y procesaron los inmunocomplejos como se explica en el 

apartado anterior y se detectaron mediante western blot (WB) las proteínas de 

interés. 

6.5. Electroforesis y detección de proteínas. Western blot  

La detección de las proteínas se llevó a cabo mediante electroforesis en 

condiciones desnaturalizantes en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Las proteínas se analizaron en muestras 

de extracto o muestras inmunoprecipitadas. El volumen final de estas se mezcló con 

la cantidad necesaria de tampón de carga 2X ó 4X hasta quedar a la concentración 

1X deseada. Una vez preparadas las muestras, se hirvieron a 100ºC durante 8 

minutos para resolverlas en los geles de poliacrilamida. El porcentaje del gel se 

eligió en función del peso molecular de la proteína a analizar, a mayor porcentaje, 

mayor separación de proteínas de bajo peso molecular. Los geles fueron montados 

en cubetas Mini-PROTEAN® 3 (Bio-Rad) o en cubetas grandes de tipo Sturdier. Las 

proteínas se separaron sometiendo los geles a un voltaje constante de 150 V en el 

caso de geles pequeños o 200 V para geles grandes en tampón de electroforesis 

(25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS), hasta que el frente de colorante del 

tampón de carga salió del gel.  

Para la inmunotransferencia, las proteínas separadas en geles se 

transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, polyvinylidene 

difluoride) utilizando un aparato de transferencia húmeda (Trans-Blot Cell, Bio-Rad) 

en tampón de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina). La transferencia se 

realizó a un amperaje constante de 500 mA durante un tiempo fijado según el 

porcentaje de acrilamida del gel y su tamaño (Tabla 8), o a un voltaje constante de 

20 V durante 14 horas. 

      Tabla 8. Tiempo de transferencia a 500 mA  

 Tiempo (horas:minutos) 

Porcentaje gel Gel pequeño Gel grande 

6% 1:10 2:20 

8% 1:20 2:40 

10% 1:30 3:00 

12% 1:45 3:30 

15% 2:05 4:10 
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Luego, las membranas se bloquearon en solución salina tamponada que 

contenía Tris y Tween-20 (TBST, Tris-buffer saline with Tween, 20 mM Tris pH 7,5, 

150 mM NaCl, 0,1% Tween 20) suplementada con 1% de albúmina de suero bovino 

(BSA, bovine serum albumin) durante al menos 1 hora. A continuación, se incubaron 

las membranas con el anticuerpo primario (Tabla 3) diluido en TBST durante al 

menos 2 horas a temperatura ambiente o 16 horas a 4ºC. 

Después de 3 lavados de 7 minutos con TBST, las membranas se incubaron 

con los anticuerpos secundarios (Tabla 4) conjugados a peroxidasa de rábano 

(HRP, horseradish peroxidase) requeridos según la especie del anticuerpo primario. 

Los anticuerpos secundarios fueron diluidos en TBST o 5% de leche desnatada en 

polvo en TBST e incubados durante 30 minutos. Pasado este tiempo, las 

membranas se lavaron con TBST tres veces, 7 minutos cada vez, y se visualizaron 

las bandas por quimioluminiscencia basada en la oxidación del luminol en presencia 

de peróxido de hidrógeno. Para ello se incubaron durante 1 minuto en tampón de 

revelado (2,20 mM luminol, 2,16 mM p-iodofenol, 0,1 M Tris, pH 9,35) al que 

previamente se le añadió 1 µl de H2O2 por cada 20 ml de la solución. Cuando la 

señal obtenida fue muy tenue, se procedió a la incubación con un líquido de 

revelado más potente durante 5 minutos mezclando 1:1 la solución A (10 mM 

luminol, 6 mM PTZ-343, 1 mM imidazol, 0,3 M Tris pH 8.9) y la solución B (50 mM 

acetato sódico pH 5, 8 mM de perborato sódico). 

De forma alternativa, se incubaron las membranas con anticuerpos 

secundarios conjugados a fluorocromos durante media hora (Tabla 4) y, tras realizar 

tres lavados con TBST y un último lavado en PBS, se visualizaron las bandas con el 

aparato ChemiDoc™ Touch Imaging System de Bio-Rad.  

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en un balancín, y los lavados en 

una plataforma con agitación orbital. Las mediciones densitométricas de las bandas 

se realizaron con el software ImageJ 1.44 (National Institutes of Health, Bethesda, 

MD, Estados Unidos) o Image Lab Software 6.0.1 (Bio-Rad).  

6.6. Etiquetado con biotina e internalización de EV20/MMAF  

EV20/MMAF se biotiniló con EZ-Link NHS-SS-Biotin (Thermo Fisher 

Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se 

incubaron 500 µg del ADC con un exceso 20 veces molar de una solución de NHS-
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SS-biotina 10 mM en DMSO durante 40 minutos a temperatura ambiente. La NHS-

SS-biotina no unida se inactivó con 50 mM de NH4Cl.  

Para llevar a cabo el experimento, las células se trataron con 10 nM de 

EV20/MMAF-S-S-biotina durante 1 hora a 4ºC en su medio de cultivo y luego se 

lavaron dos veces con PBS para eliminar cualquier exceso del ADC biotinilado no 

unido. Finalmente, las células se dejaron en el incubador a 37ºC en su medio de 

cultivo para permitir la internalización del ADC unido a HER3 durante los tiempos 

estimados. Transcurridos los tiempos de internalización, se colocaron las placas en 

hielo, se lavaron dos veces con PBS y el ADC biotinilado no internalizado se eliminó 

lavando tres veces durante 10 minutos cada lavado con tampón de escisión (75 mM 

NaCl, 1 mM MgCl2, 0,1 mM CaCl2, 10% FBS, 50 mM glutatión, 80 mM NaOH. El 

glutatión y el NaOH se añadieron inmediatamente antes de realizar los lavados y se 

ajustó el pH de la solución a pH 8,6). Luego, las células se lavaron dos veces con 

PBS y se lisaron en tampón de lisis frio (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glicerol, 

40 mM HEPES pH 7,4, 1% Nonidet P-40) con inhibidores de fosfatasas y proteasas. 

Los extractos se cuantificaron con el kit BCA y 2 mg de cada condición fueron 

inmunoprecipitados con 50 µl de estreptavidina-sefarosa High Performance (GE 

Healthcare), durante al menos 2 horas a 4ºC. Los inmunocomplejos se recuperaron, 

se lavaron y se resolvieron mediante electroforesis. Se usó el anticuerpo secundario 

anti-inmunoglobulina G (IgG) humana acoplado a HRP para el revelado.  

7. INMUNOFLUORESCENCIA  

7.1. Internalización de EV20/MMAF  

Para la detección de EV20/MMAF, se cultivaron entre 100.000-150.000 

células en cubreobjetos de vidrio insertados en placas de 35 mm o en placas de 6 

pocillos y se trataron con EV20/MMAF 10 nM durante los tiempos indicados a 37ºC. 

El tiempo 0h se realizó incubando el cubre 30 minutos a 4ºC. Luego, las células en 

cubreobjetos se lavaron una o dos veces con PBS/CM durante 5 minutos, se fijaron 

con paraformaldehído al 2% durante 30 minutos y se volvieron a lavar con PBS/CM 

durante 5 minutos. Después, se minimizó la autofluorescencia mediante una 

incubación con NH4Cl 50 mM durante 10 minutos. A continuación, las células se 

permeabilizaron (0,1% de tritón, 0,2% de BSA) durante 20 minutos y luego se 

bloquearon durante 1 hora en solución de bloqueo, que contenía 0,2% de BSA en 

PBS/CM. A continuación, las células se lavaron con solución de bloqueo (3 veces, 

7-10 minutos cada vez) y se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario 
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anti-IgG humana conjugado con Cy3 diluido en el mismo tampón (1:800) durante 30 

minutos en oscuridad. Pasados los 30 minutos, las muestras se volvieron a lavar 

como se indicó anteriormente, se tiñeron los núcleos con DAPI a 1 μg/ml en agua 

milliQ durante 10 segundos y se montaron en portaobjetos con gelvatol (12% 

mowiol, 30% glicerol, 0,13 M Tris pH 8,5). Finalmente, las muestras se analizaron en 

el microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems CMS, Wetzlar, 

Alemania).  

7.2. Análisis de colocalización entre EV20/MMAF y LAMP1 

Las células se cultivaron y procesaron como se indicó anteriormente, 

incluyendo tras el bloqueo de las muestras una etapa de incubación con el 

anticuerpo primario contra la proteína 1 de membrana asociada a lisosoma (LAMP1, 

lysosomal-associated membrane protein 1) durante 1 hora diluido en solución de 

bloqueo. Se usó el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con Cy2 

para detectar LAMP1.  

La colocalización entre EV20/MMAF y LAMP1 se analizó con el programa 

Leica Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF versión 2.7.3.9723) usando 

el sistema Leica TCS SP5. En este caso, el programa analiza la dispersión de las 

señales de fluorescencia de la imagen y devuelve un porcentaje medio de la tasa de 

colocalización entre la señal correspondiente al ADC y la señal correspondiente a 

LAMP1. Este valor se calcula como el cociente entre el área de señales de 

colocalización con respecto al área de fluorescencia total, expresado en porcentaje. 

7.3. Análisis del número de células mitóticas 

El análisis del número de células mitóticas se realizó mediante 

inmunofluorescencia. Las células se cultivaron, se trataron durante 48 horas con 

EV20/MMAF 10 nM y se procesaron como se ha indicado anteriormente. En este 

caso, tras el bloqueo de las muestras se incubaron con el anticuerpo primario β-

tubulina durante 1 hora diluido en solución de bloqueo. Se usó el anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón conjugado con Cy2 para detectar el anticuerpo β-

tubulina. 

Luego, las muestras se observaron en un microscopio Zeiss Axiophot 2 con 

objetivo de inmersión en aceite 63x. En el caso del experimento EV20/MMAF, para 

cada condición se contaron al menos 2.000 células. De entre estas células, se 

diferenció como células mitóticas aquellas que tenían los cromosomas condensados 
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y huso mitótico formado y como células mitóticas aberrantes aquellas que tenían los 

cromosomas condensados pero una disposición del huso mitótico anormal.  

Finalmente, se calculó el porcentaje de células mitóticas con husos mitóticos 

aberrantes o con husos mitóticos normales como se indica a continuación: 

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑖𝑡ó𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑒𝑟𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 (%) =
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 ℎ𝑢𝑠𝑜 𝑚𝑖𝑡ó𝑡𝑖𝑐𝑜 𝑎𝑏𝑒𝑟𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑖𝑡ó𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
 𝑥 100 

 

7.4. Internalización de pHrodo-EV20/MMAF en células vivas  

Para la evaluación de la internalización de EV20/MMAF en células vivas por 

microscopía y su llegada a compartimentos intracelulares ácidos, el anticuerpo se 

marcó con el kit pHrodo™ iFL Red Microscale Protein Labeling (Thermo Fisher 

Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. pHrodo™ es un colorante 

fluorogénico (en este caso rojo) que no es fluorescente a pH neutro y presenta una 

fluorescencia roja creciente a medida que el pH se vuelve más ácido.  

Para la realización de los experimentos, se plaqueron 200.000 células BT474 

y BTRH y pasadas 24 horas se trataron con 10 nM de pHrodo-EV20/MMAF. Las 

imágenes se adquirieron cada 15 minutos durante 24 horas usando un microscopio 

Nikon Eclipse TE2000-E. Los videos se montaron usando el programa ImageJ. 

8. CITOMETRÍA  

Para los ensayos de ciclo celular y apoptosis, las células se cultivaron en 

placas de 6 pocillos y pasadas 24 horas se trataron con los fármacos deseados 

durante el tiempo indicado. El día del análisis, el medio de cultivo se recogió en un 

tubo de citometría, las células se lavaron con 1 ml de PBS que se recolectó, al igual 

que las células tripsinizadas, en el mismo tubo. Posteriormente las células se 

centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a 10ºC, fueron lavadas con PBS, y se 

volvieron a centrifugar para proceder al protocolo específico de análisis (ciclo celular 

o apoptosis).  

Los experimentos de citometría son representativos de un experimento que 

se repitió como mínimo dos veces. 

8.1. Ciclo celular 

El análisis del ciclo celular se llevó a cabo mediante el marcaje de las células 

con yoduro de propidio (PI, propidium iodide). Este compuesto es un agente 
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intercalante que se une a la doble cadena de ADN y permite cuantificar su contenido 

en una célula fijada y por tanto determinar el porcentaje de la población que se 

encuentra en cada una de las fases del ciclo celular. 

Para el análisis del ciclo celular, las células procesadas como se indicó en el 

apartado anterior se fijaron y permeabilizaron en etanol frío al 70% como mínimo 

durante toda la noche a -20ºC. El día de análisis, las células se centrifugaron a 300 

x g durante 10 minutos a 10ºC y se resuspendieron en 500 µl de PBS que contenía 

500 µg/ml de ARNasa libre de ADNasa (Sigma-Aldrich) durante 2 horas a 37ºC. 

Después, se añadió PI (5-15 μg/ml, dependiendo de la densidad celular), se incubó 

durante 15 minutos en oscuridad y se analizó el contenido de ADN en un citómetro 

de flujo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences) pasando un total de 50.000 eventos por 

muestra a una velocidad de 600-800 eventos por segundo. El análisis de dato se 

realizó con el propio programa del citómetro (BD Accuri™ C6 Software, BD 

Biosciences).  

8.2. Apoptosis  

La muerte celular programada se analizó mediante citometría de flujo 

marcando las células con PI y con anexina V conjugada a isotiocianato de 

fluoresceína (FITC, fluorescein isothiocyanate). Durante la apoptosis se da la 

pérdida de la asimetría en la distribución de los fosfolípidos de la membrana entre 

otros procesos celulares. La Anexina V es una proteína de unión a fosfolípidos que 

se une con gran afinidad a los residuos de fosfatidilserina (PS, phosphatidylserine) 

de la membrana celular. En la fase inicial de la apoptosis los residuos de PS quedan 

irreversiblemente expuestos en la cara externa de la membrana permitiendo la unión 

de la anexina V (acoplada en este protocolo a FITC) y por tanto marcará las células 

que estén en apoptosis temprana (Anexina+, PI-). Cuando la célula se encuentra en 

una fase más avanzada de apoptosis, la membrana celular se permeabiliza, y el PI 

es capaz de intercalarse en el ADN. Este marcaje adicional nos permite diferenciar 

entre las células en apoptosis tardía (Anexina+, PI+) y las células necróticas 

(Anexina-, PI+) de las células vivas (Anexina-, PI-). 

Para los ensayos de apoptosis, se siguió el protocolo del FITC-Annexin V 

Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences). Las células procesadas como se indicó 

anteriormente se resuspendieron en 100 μl de tampón de unión frío (10 mM HEPES 

pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) al que se añadieron 5 μl de anexina V-FITC y 

5 μl de una solución a 50 μg/ml de PI y se incubaron en oscuridad durante 15 
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minutos a temperatura ambiente. Se incluyeron controles de células sin marcar y 

células marcadas solo con PI o anexina V-FITC, con el fin de realizar 

compensaciones entre canales. Después de este tiempo, se añadieron 400 μl del 

mismo tampón a cada tubo de citómetro y 50.000 eventos fueron adquiridos en un 

citómetro de flujo BD Accuri™ C6 a una velocidad de 600-800 eventos por segundo. 

Los datos se analizaron mediante el programa C6. 

8.3. Marcaje de superficie celular 

Los niveles de HER3 en la superficie celular de las diferentes líneas celulares 

se determinaron mediante citometría de flujo siguiendo el protocolo de marcaje de 

superficie celular. Para ello, las células en monocapa en placas de 100 mm se 

lavaron con PBS y se recogieron en medio completo tras ser tripsinizadas con 

0,05% tripsina-EDTA para evitar dañar la superficie de las células. A continuación, 

se centrifugaron a 300 x g durante 3 minutos y se lavaron con PBS suplementado 

con un 1% FBS (PBS/FBS). El precipitado se resuspendió en 3 ml de PBS/FBS y se 

repartió en 3 tubos de 1,5 ml: (1) sin marcar, (2) solo el anticuerpo secundario y (3) 

EV20/MMAF 10 nM. Los tubos se incubaron 1 hora a temperatura ambiente en un 

balancín. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS/FBS. A continuación, 

se añadió el anticuerpo secundario a los tubos correspondientes (anti-IgG humana 

conjugada a Cy3, 1:80) y se realizó una incubación de 30 minutos a temperatura 

ambiente en balancín y en condiciones de oscuridad. Posteriormente se realizaron 

dos lavados con PBS/FBS y las células se resuspendieron en PBS para ser 

adquiridas con un citómetro de flujo BD Accuri™ C6 (50.000 eventos a 600-800 

eventos/segundo) y analizadas con el programa C6. 

9. ESTUDIOS IN VITRO  

9.1. Medición de la actividad de caspasa 3 

Para medir la actividad de la caspasa 3 se utilizó su sustrato peptídico 

fluorogénico Ac-DEVD-AFC (BD Biosciences). Las células se trataron durante el 

tiempo deseado con EV20/MMAF 10 nM, se lisaron en tampón de lisis con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas y la proteína se cuantificó con el kit BCA como 

se indica en el apartado 8.1. A continuación, se preparó por triplicado una solución 

de reacción que contenía 50 µg de lisado celular llevado hasta un volumen final de 

100 µl con el tampón de reacción de caspasa 1X (25 mM HEPES pH 7,4, 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% CHAPS, 10% sacarosa). Posteriormente, se añadió 100 µl 
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del tampón de reacción de caspasa 2X (50 mM HEPES pH 7,4, 300 mM NaCl, 2 mM 

EDTA, 0,2% CHAPS, 20% sacarosa) suplementado con 20 mM DTT y 10 µM del 

sustrato fluorescente Ac-DEVD-AFC. En una placa de 96 pocillos blanca con fondo 

plano, se añadieron 200 μl de la solución de reacción en cada pocillo. Además, se 

incluyó un control negativo por triplicado sin extracto proteico, que contenía 200 μl 

de tampón de caspasa 1X. La placa se incubó a 37ºC durante 1 hora en oscuridad. 

La señal de fluorescencia se midió a una longitud de onda de excitación de 400 nm 

y de emisión de 505 nm en un lector de placa Synergy™ 4 (BioTek Instruments, 

Winooski, Estados Unidos) equipado con el programa Gene5 Data Analysis 

Software (BioTek Instruments).  

10. ESTUDIOS EN MODELOS ANIMALES 

10.1. Cepas de ratón y mantenimiento de los animales 

Para los estudios in vivo se adquirieron ratones BALB/c nu/nu hembras de 

siete semanas de edad y peso en torno a 20 gramos (Charles River Laboratories). 

Los animales se mantuvieron y manipularon en las instalaciones del Animalario 

Departamental de la Universidad de Salamanca siguiendo las pautas legales e 

institucionales de acuerdo con la legislación europea (Directiva 2010/63/UE) y 

española (Ley 6/2013) relativa a la protección y cuidado de los animales, tras la 

aprobación del comité ético. 

10.2. Producción de xenoinjertos  

Un total de 5 millones de células de las diferentes líneas celulares (BTRH, 

BTRH#10, BT-TDM1R#6 y HCC1954) resuspendidas en 50 μl de DMEM y 50 μl de 

matrigel (Corning) se inyectaron a nivel subcutáneo en la línea mamaria de cada 

ratón (en ambos lados, izquierdo y derecho) cuando tenían 8-9 semanas de edad. 

Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 500 mm3, los animales fueron 

asignados aleatoriamente a cuatro grupos (entre 4 y 5 ratones por grupo, tamaño 

muestral (n) especificado en cada leyenda de figura) con volúmenes tumorales 

medios similares, que fueron tratados intraperitonealmente con vehículo solo (PBS), 

EV20 (10 mg/kg), T-DM1 (15 mg/kg), trastuzumab (30 mg/kg) o EV20/MMAF (3,3 

mg/kg o 10 mg/kg). Los diámetros tumorales se midieron con un pie de rey y los 

volúmenes tumorales se calcularon mediante la siguiente fórmula:  

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 =  
𝑎𝑛𝑐ℎ𝑜2 𝑥 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟

2
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11. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

En los experimentos de proliferación, cada condición se analizó por triplicado 

y los datos se presentaron como media + SD de un experimento representativo. En 

los estudios in vivo, los datos se presentaron como la media + error estándar de la 

media (SEM, standard error of the mean). Salvo en los datos referentes a muestras 

de pacientes y modelos in vivo, todos los experimentos se llevaron a cabo al menos 

dos veces. 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el software SPSS 25 

(SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos). Se utilizaron análisis de correlación de 

Pearson y análisis de regresión para los estudios de correlación entre IC50 y los 

niveles de expresión de HER3 y pHER3. Se usó ANOVA bifactorial con corrección 

de Bonferroni cuando estaba presente más de un factor entre las comparaciones 

estadísticas. Se utilizó ANOVA de una vía para comparar la media de más dos 

grupos. La prueba post-hoc de Bonferroni o la prueba post-hoc de Games-Howell se 

usaron en caso de homogeneidad o heterogeneidad de varianza, respectivamente. 

La normalidad de las distribuciones de los datos se verificó mediante la prueba de 

Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Levene. 
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CAPÍTULO 1  
 

EV20/MMAF, UN ANTICUERPO 

CONJUGADO A FÁRMACO, EN 

RESISTENCIA A TERAPIAS ANTI-HER2 
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1. DETERMINACIÓN DE HER3 COMO POSIBLE DIANA EN CÁNCER DE 

MAMA HER2+ 

1.1. Estado de los receptores ErbB/HER en líneas de cáncer de mama 

HER2+ resistentes a trastuzumab 

La resistencia intrínseca y adquirida a terapias anti-HER2 son un problema 

actual de la clínica. Por tanto, uno de los mayores retos que en la actualidad tiene la 

investigación en cáncer de mama HER2+ es diseñar estrategias terapéuticas para 

atacar dichas resistencias. Por ello, el principal objetivo de este capítulo de la Tesis 

Doctoral fue identificar una nueva diana terapéutica para este tipo de cáncer. Como 

trastuzumab es el tratamiento estándar en cáncer de mama HER2+, el trabajo inicial 

se centró en resistencias generadas a este anticuerpo.   

Estudios previos realizados en el laboratorio con arrays de proteína 

mostraron activación de EGFR, HER2 y HER3 en la línea BT474 y la línea BTRH 

resistente a trastuzumab derivada de la misma (Ríos-Luci et al., 2020) (Figura 8).  

 

Figura 8. Evaluación de los niveles basales de activación de diferentes receptores TK 
mediante el array de fosfo-RTK en células BT474 y BTRH.  
 

Tras estos resultados, se decidió estudiar los niveles de los receptores de la 

familia ErbB/HER en líneas sensibles y resistentes a trastuzumab (Figura 9). En la 

figura 9A se presentan los diferentes modelos celulares utilizados en este trabajo: 

dos líneas sensibles a trastuzumab (BT474 y SKBR3), una línea con resistencia 

secundaria a trastuzumab generada en el laboratorio (BTRH) y cuatro líneas con 

resistencia primaria a trastuzumab (MDA-MB-361, HCC1419, HCC1569 y 

HCC1954). EGFR está expresado en algunas de ellas, HER4 principalmente en la 

línea BTRH, sin embargo, HER3 es el receptor más ampliamente expresado junto 

con HER2 (Figura 9B). 
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Figura 9. Modelos de resistencia a trastuzumab y sus niveles de receptores ErbB/HER. (A) 
Efecto de trastuzumab (50 nM, 5 días) en las líneas celulares SKBR3, BT474, BTRH, MDA-MB-
361, HCC1419, HCC1569 y HCC1954. Los resultados se representan como el porcentaje de la 
media de los triplicados + SD, relativo a la condición control (sin fármaco). Se muestra un 
experimento representativo que se repitió dos veces. (B) Niveles de EGFR, HER2, HER3 y 
HER4 analizados por inmunoprecipitación y western blot en líneas celulares de cáncer de mama 
HER2+. 

 

1.2. Niveles de HER3 en tumores de pacientes con cáncer de mama 

HER2+ 

A continuación, se decidió analizar la presencia de HER3 en muestras de 

tumores de pacientes con cáncer de mama HER2+. Como puede observarse en la 

figura 10, la mayoría de los pacientes tienen presencia de HER3 e incluso un 50% 

de los casos (8/16 pacientes) tienen altos niveles de este receptor. 

 

Figura 10. Expresión de HER2 y HER3 en muestras tumorales de cáncer de mama HER2+. 
Para analizar los niveles de HER2 y HER3, primero se inmunoprecipitó 1 mg de proteína con un 
anticuerpo anti-HER3, se recogió el sobrenadante y se inmunoprecipitó HER2.  
 

2. EV20/MMAF, UN ANTICUERPO CONJUGADO A FÁRMACO ANTI-HER3 

Después de los resultados obtenidos, se determinó que HER3 podría ser una 

posible diana para el tratamiento del cáncer de mama HER2+. MediaPharma S.r.l es 

una empresa biotecnológica italiana centrada en la investigación y en el desarrollo 

de anticuerpos monoclonales humanizados, ADCs y proteínas terapéuticas para el 
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tratamiento del cáncer y otras enfermedades graves. MediaPharma S.r.l facilitó el 

ADC dirigido a HER3, EV20/MMAF, utilizado en este proyecto (Figura 11).  

EV20/MMAF está compuesto por EV20, un mAb anti-HER3 humanizado, 

acoplado al agente citotóxico MMAF. EV20/MMAF tiene un DAR de 4,7 a 5 

moléculas de MMAF por anticuerpo (Capone et al., 2018). Teóricamente, tras su 

internalización, el ADC es procesado en los lisosomas liberando MMAF para su 

exportación al citoplasma por transportadores lisosomales. En el citoplasma, MMAF 

se une a la tubulina inhibiendo su polimerización y, por tanto, la generación del huso 

mitótico. Este fenómeno conduce a parada en el ciclo celular y catástrofe mitótica. 

Todos estos pasos serán confirmados y estudiados a lo largo de este capítulo. 

 

 

Figura 11. Esquema representativo de EV20/MMAF. Representación esquemática de los 
componentes de EV20/MMAF y tabla con la información relativa al ADC. DAR: relación fármaco-
anticuerpo.  

 

3. ACCIÓN DE EV20/MMAF EN CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA HER2+ 

CON SENSIBILIDAD, RESISTENCIA PRIMARIA Y SECUNDARIA A 

TRASTUZUMAB  

3.1. Efecto de EV20/MMAF y sus componentes en las líneas BT474 y 

BTRH 

A continuación, se analizó la sensibilidad de las líneas BT474 y BTRH a los 

componentes utilizados para generar EV20/MMAF, es decir, al anticuerpo anti-

HER3 EV20 y al agente citotóxico MMAF. El anticuerpo desnudo EV20 no afectó a 

la proliferación celular de las líneas celulares BT474 y BTRH (Figura 12A). En el 

caso de MMAF libre, el fármaco inhibió la proliferación de ambas líneas celulares 

Enlace no escindible (método de conjugación "SeaGen")

DAR mAb libre (%) Agregados (%) Droga libre

4,7-5 1,5 <5% n/a

EV20/MMAF

(ADC anti-HER3)

Escisión

MMAF

Enlace y agente citotóxico

EV20
Anticuerpo anti-HER3

Agente citotóxico:

MMAF
Monometil auristatina-F

Inhibidor de la 

polimerización de 

tubulina
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(Figura 12B). Sin embargo, la potencia de MMAF fue alrededor de tres órdenes de 

magnitud inferior a la de EV20/MMAF.  

 

Figura 12. Efecto de EV20, MMAF libre y EV20/MMAF en BT474 y BTRH. (A) Acción del 
anticuerpo EV20 desnudo (10 nM, 5 días) sobre BT474 y BTRH. (B) Comparación del efecto de 
EV20/MMAF y MMAF sobre la proliferación de las células BT474 y BTRH después de 5 días de 
tratamiento con los fármacos. Los resultados se representan como el porcentaje de la media de 
los triplicados + SD, relativo a la condición control no tratada. Se muestra un experimento 
representativo, que se repitió dos veces. 
 

3.1.1. Niveles de HER3 en superficie en las líneas BT474 y BTRH 

Como la diana de EV20/MMAF es HER3, se procedió a analizar los niveles 

de HER3 en superficie en las líneas BT474 y BTRH. En la figura 13 se muestra 

como ambas líneas celulares presentan niveles similares de HER3 en superficie.  

 

Figura 13. Niveles de HER3 en superficie en BT474 y BTRH. El nivel de HER3 se analizó 
cuantitativamente en células BT474 y BTRH mediante citometría de flujo usando EV20/MMAF 
como anticuerpo primario y un anticuerpo secundario anti-IgG humana acoplado a Cy3. Se 
muestra un experimento representativo que se repitió dos veces. 
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3.2. Efecto de EV20/MMAF en un clon con resistencia secundaria a 

trastuzumab 

Como la línea celular BTRH es un modelo representativo de un conjunto de 

células (“pool”), se decidió analizar el efecto de EV20 y EV20/MMAF en un clon 

representativo resistente a trastuzumab generado en el laboratorio (BTRH#10). 

Primero se comprobó dicha resistencia a trastuzumab. En la figura 14A se observa 

que las células BT474 son sensibles a trastuzumab pero que dicho anticuerpo tiene 

poco efecto en las líneas BTRH y BTRH#10. A continuación se comprobó que los 

niveles de HER2 y HER3 totales y en superficie son similares en todas las líneas 

celulares (Figura 14B y 14C). Además, la activación de ambos receptores está 

presente en todas ellas (Figura 14B).  

 

Figura 14. Análisis de los modelos de resistencia secundaria a trastuzumab BTRH y 
BTRH#10. (A) Efecto de trastuzumab (50 nM, 5 días). Los resultados se representan como el 
porcentaje de la media + SD, relativo a la condición control (sin fármaco); n=3. Se muestra un 
experimento representativo que se repitió tres veces. *** p<0,001. Los p-valores exactos de 
todas las comparaciones y la prueba estadística utilizada se indican en el anexo 1. (B) Análisis 
de la expresión de HER2, pHER2, HER3 y pHER3 por inmunoprecipitación en células BT474, 
BTRH y BTRH#10. (C) Niveles en la superficie celular de HER2 y HER3 en células BT474, BTRH 
y BTRH#10 analizados por inmunoprecipitación de superficie. 

 

A continuación, se evaluó el efecto de EV20/MMAF sobre las células BT474, 

BTRH y BTRH#10, que presentan niveles similares de HER3 total y fosforilado y de 

superficie celular. EV20/MMAF demostró ser equipotente en las tres líneas celulares 

analizadas (Figura 15A). Además, se volvió a comprobar que EV20 desnudo no 

tiene efecto sobre la proliferación celular (Figura 15B). 
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Figura 15. Efecto de EV20/MMAF y EV20 en BT474, BTRH y BTRH#10. (A) Respuesta de 
BT474, BTRH y BTRH#10 a EV20/MMAF. Pasados 5 días, se contaron las células tratadas con 
las dosis indicadas de EV20/MMAF. (B) Acción del anticuerpo EV20 desnudo (10 nM, 5 días) 
sobre células BT474, BTRH y BTRH#10. Los datos representan el porcentaje de la media + SD 
de los triplicados de un experimento que se repitió al menos dos veces y se normalizó a los 
controles no tratados. 

 
3.3. Efecto de EV20/MMAF en un modelo PDX con resistencia 

secundaria a trastuzumab 

A continuación, se completaron los estudios anteriores utilizando otro modelo 

de resistencia secundaria a trastuzumab procedente de un xenoinjerto derivado de 

paciente (PDX, patient-derived xenograft) inicialmente sensible a trastuzumab. Con 

ese fin, en el laboratorio del Dr. Joaquín Arribas se diseccionó un tumor desarrollado 

en un ratón procedente de una paciente con cáncer de mama HER2+ (PDX118) y 

las células se disgregaron y se mantuvieron en cultivo. Estos cultivos se propagaron 

en ausencia o presencia de trastuzumab. Finalmente, se aislaron dos clones que 

crecían en presencia de trastuzumab (llamados TR1 y TR2, Figura 16A).  

Primero se evaluó la respuesta a trastuzumab de todas las líneas celulares. 

Como se muestra en la figura 16B, las células PDX118 parentales eran muy 

sensibles al trastuzumab. Por el contrario, los clones TR1 y TR2 presentaron una 

resistencia sustancial a la acción del anticuerpo. Los clones TR1 y TR2 expresaron 

niveles similares de HER2 a los de las células parentales PDX118 (Figura 16C), 

excluyendo los cambios en HER2 como la causa de su resistencia a trastuzumab. 

Los análisis adicionales indicaron que todas las líneas celulares expresaban niveles 

similares de HER2 y HER3 total y en superficie celular, independientemente de su 

sensibilidad al trastuzumab (Figura 16C y 16D). Además, sus niveles de HER3 eran 

similares a los de las células BT474 y BTRH. Sin embargo, los niveles de pHER3 

fueron más altos en las células PDX118 en comparación con TR1 y TR2. 
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Figura 16. Caracterización del modelo PDX resistente a trastuzumab. (A) Representación 
esquemática de la generación de las líneas celulares resistentes a trastuzumab TR1 y TR2. Las 
células parentales se obtuvieron de un xenoinjerto (PDX118) derivado de una paciente con 
cáncer de mama HER2+ y que posteriormente se cultivaron en presencia o ausencia de 
trastuzumab. (B) Respuesta a trastuzumab (50 nM, 5 días) de BT474, BTRH, PDX118 y sus 
derivados TR1 y TR2 resistentes a trastuzumab. *** p<0,001. Los p-valores exactos de todas las 
comparaciones y la prueba estadística utilizada se indican en el anexo 2. (C) Niveles de HER2, 
HER3 y pHER3 en BT474, BTRH, PDX118, TR1 y TR2. Se usó la calnexina (CANX) como 
control de carga. (D) Niveles de superficie celular de HER2 y HER3 en células PDX118, TR1 y 
TR2 analizados por inmunoprecipitación de superficie. 

 

A continuación, se analizó el efecto de EV20/MMAF en el modelo PDX. 

EV20/MMAF ejerció un fuerte efecto antiproliferativo, siendo equipotente, en 

PDX118, TR1 y TR2, así como en células BT474 y BTRH (Figura 17).  

 

Figura 17. Acción de EV20/MMAF en un modelo PDX resistente a trastuzumab. Efecto de 
EV20/MMAF en BT474, BTRH, PDX118, TR1 y TR2. Las células se contaron después de 5 días 
de tratamiento con las dosis indicadas de EV20/MMAF. Los datos representan el porcentaje de la 
media + SD de los triplicados de un experimento que se repitió dos veces y se normalizó a los 
controles no tratados. 

    

    

    

     

 

  

  

  

  

   

      
   

       
           

 

  

 
 
 
 
  
  
 
  
 
  
  
 

  
  
 
  
 
 
 
  
 
  

    

    

            

      

   
  

           

   

 

0

20

40

60

80

100

120

0.001 0.01 0.1 1

[EV20/MMAF], nM

0,10,010

BT474
BTRH
PDX118
TR1
TR2

N
ú

m
e
ro

 d
e

 c
é

lu
la

s

(%
 d

e
l 
c
o

n
tr

o
l)



Resultados 

92 

3.4. Efecto de EV20 y EV20/MMAF en un panel de células de cáncer 

de mama HER2+ 

Después de analizar la eficacia de EV20/MMAF en modelos de resistencia 

secundaria, se decidió ampliar el estudio de su actividad en un panel de células 

HER2+ (Figura 18A). Los análisis de dosis-respuesta mostraron que todas las líneas 

celulares respondían a EV20/MMAF (Figura 18A), pero no al anticuerpo EV20 

desnudo (Figura 18B). En la figura 18C se corroboró que todas las líneas presentan 

niveles elevados de HER2, HER3 y pHER3.  

 

Figura 18. Acción de EV20/MMAF sobre varios modelos de resistencia primaria y 
secundaria a trastuzumab. (A) Efecto de EV20/MMAF en líneas de cáncer de mama HER2+. 
Las células se contaron después de 5 días de tratamiento con las dosis indicadas de 
EV20/MMAF. (B) Acción del anticuerpo desnudo EV20 (10 nM, 5 días) en las células utilizadas 
en (A). Los datos representan la media + SD de los triplicados de un experimento que se repitió 
dos veces y se normalizó a los controles no tratados. (C) Análisis de HER2, HER3 y pHER3 de. 
líneas celulares HER2+ 
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A pesar de que el anticuerpo desnudo EV20 no afectó a la proliferación de 

las líneas celulares HER2+, redujo los niveles de HER3 y pHER3 en varias de las 

líneas tratadas (Figura 19). 

 

Figura 19. Acción de EV20 en líneas de cáncer de mama HER2+. (A) Las líneas celulares se 
mantuvieron en su medio de cultivo sin (C) o con EV20 (E, 10 nM) durante 5 días y se lisaron. 
HER3 y pHER3 fueron analizados por western blot. (B) Análisis cuantitativo del efecto de EV20 
sobre los niveles de HER3 y pHER3 en cada línea celular, utilizando los datos presentados en 
(A) y los obtenidos en otro experimento. Los valores de intensidad de las muestras sin tratar se 
tomaron como 100% (línea discontinua roja). u.a.: unidades arbitrarias. 
 

 

4. EFECTO DE LA NRG EN LA ACTIVIDAD DE EV20/MMAF 

Dado que se ha demostrado que la presencia de NRG, ligando de HER3 y 

HER4, perjudica la acción de otros ADC como T-DM1, se analizó el efecto de NRG 

en la respuesta a EV20/MMAF. Como se muestra en la figura 20, la presencia de 

NRG afectó ligeramente a la acción antiproliferativa de EV20/MMAF, aunque se 

conservó la mayor parte de la actividad del ADC. 

 
Figura 20. Efecto de la NRG sobre la acción de EV20/MMAF. Las líneas celulares BT474 y 
BTRH se trataron con EV20/MMAF (1 nM) y/o neuregulina (10 nM) durante 5 días y se analizó la 
proliferación mediante recuento celular. Los datos representan la media + SD de los triplicados 
(normalizados a los controles no tratados) de un experimento representativo de tres. ** p<0,01. * 
p<0,05. Los p-valores exactos de todas las comparaciones y la prueba estadística utilizada se 
indican en el anexo 3. 
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5. RELACIÓN ENTRE LOS NIVELES DE HER3 O pHER3 Y LA ACCIÓN DE 

EV20/MMAF  

5.1. Análisis de correlación entre el nivel de HER3 y la IC50 de 

EV20/MMAF en líneas de cáncer de mama HER2+ 

A continuación, se decidió evaluar si existía correlación entre la expresión de 

HER3 y la acción de EV20/MMAF definida por su IC50. La IC50 de EV20/MMAF para 

cada línea celular se determinó con los análisis de dosis/respuesta a este ADC 

representados en la figura 18A. Además, se evaluaron los niveles de HER3 en las 

mismas líneas de cáncer de mama HER2+ (Figura 21A). Los estudios de regresión 

lineal mostraron correlación entre los niveles de HER3 y la respuesta a EV20/MMAF 

representada por la IC50 (R2=0,677, p-valor=0,044, Figura 21B), lo que sugiere que 

la cantidad del receptor es un factor que dicta la sensibilidad al ADC.  

 

Figura 21. Análisis de correlación entre HER3 y sensibilidad a EV20/MMAF. (A) Niveles de 
HER3 en las líneas celulares BTRH, BT474, HCC1419, HCC1569, HCC1954, SKBR3 y MD-MB-
361. Se cargaron 25 µg de proteína de las líneas celulares indicadas en los geles y se analizó 
HER3 por western blot. (B) Análisis de correlación entre la IC50 de EV20/MMAF y los niveles de 
HER3 en las líneas celulares HER2+. Se cuantificaron las bandas correspondientes a HER3 
mostradas en (A), con tiempos de exposición y señales similares. Los datos se representan 
como la media de las medidas ± SD y la IC50 de EV20/MMAF. Los datos de correlación de 
Pearson se muestran en la zona superior derecha. u.a.: unidades arbitrarias. 
 

5.2. Análisis de correlación entre el nivel de pHER3 y la IC50 de 

EV20/MMAF en líneas de cáncer de mama HER2+ 

Se realizó el mismo análisis de regresión, pero analizando los niveles de 

activación del receptor representados por pHER3 y la IC50 de EV20/MMAF de cada 

línea celular. Sin embargo, no se encontró correlación entre los niveles de pHER3 y 

la eficacia de EV20/MMAF (R2=0,135, p-valor =0,474, Figura 22). 
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Figura 22. Análisis de correlación entre pHER3 y sensibilidad a EV20/MMAF. (A) Los niveles 
de pHER3 se evaluaron mediante western blot de lisados celulares (60 µg) utilizando un 
anticuerpo pHER3 específico. (B) Análisis de correlación entre los niveles de pHER3 e IC50 de 
las líneas celulares HER2+, realizado como en la figura 21. Los datos se representan como la 
IC50 de EV20/MMAF y la media ± SD de la cuantificación de los cuatro western blots (la primera 
imagen se usa también en la figura 18C). Los datos de correlación de Pearson se muestran en la 
zona superior derecha. u.a.: unidades arbitrarias. 

 

5.3. Efecto de EV20/MMAF en células con bajo nivel de expresión de 

HER3 

Así mismo se analizó la potencia y la especificidad de EV20/MMAF en 

células con niveles muy bajos de expresión de HER3. El ADC tuvo un efecto 

prácticamente nulo en la línea celular estromal humana HS-5, una línea no tumoral 

que expresa niveles muy bajos de HER3 y pHER3. De manera similar, el ADC no 

afectó la proliferación de MDA-MB-231 y BT549, dos líneas celulares de TNBC con 

niveles de HER3 y pHER3 muy bajos (Figura 23).  

 

Figura 23. Análisis de la acción de EV20/MMAF en líneas con poca expresión de HER3. (A) 
Efecto de EV20/MMAF durante 5 días en la proliferación de líneas celulares que expresan 
diferentes niveles de HER3 (BT474, BTRH, HS-5, MDA-MB-231 y BT549). Los datos representan 
la media + SD de los triplicados (normalizados a los controles no tratados) de un experimento 
que se repitió al menos dos veces. (B) Niveles de HER3 y pHER3 de las líneas celulares que se 
muestran en (A).  
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5.4. Análisis del silenciamiento de HER3 y su efecto sobre la acción de 

EV20/MMAF en BT474 

Para explorar más en profundidad la relación entre la acción de EV20/MMAF 

y los niveles de expresión de HER3, se llevaron a cabo experimentos de 

silenciamiento de HER3 en la línea celular BT474. Para estos experimentos, se 

seleccionaron dos secuencias que interferían con la expresión de HER3, que 

también disminuían los niveles de pHER3 y pAKT (Figura 24A). El silenciamiento de 

HER3 causado por ambas secuencias tuvo un efecto inhibidor sobre la acción 

antiproliferativa de EV20/MMAF (Figura 24B). 

 

Figura 24. Análisis del efecto del silenciamiento de HER3 sobre la acción de EV20/MMAF 
en BT474. (A) Silenciamiento de HER3 en las células BT474. Se utilizaron una secuencia de 
shRNA dirigida contra ningún gen humano (shC, shControl) y dos secuencias dirigidas a HER3 
(shHER3 #1 y shHER3 #2) en células BT474 y se analizaron los niveles de HER3, pHER3 y 
pAKT por western blot. (B) Efecto del silenciamiento de HER3 sobre la acción de EV20/MMAF 
analizado por recuento celular después de 5 días de tratamiento con el ADC. *** p<0,001. Los p-
valores exactos y la prueba estadística utilizada se indican en el anexo 4. Los datos representan 
la media + SD de los triplicados de un experimento que se repitió al menos dos veces y se 
normalizó a los controles no tratados.  
 

6. ESTUDIO DE LA INTERNALIZACIÓN DE EV20/MMAF EN LAS LÍNEAS 

CELULARES BT474 Y BTRH 

A continuación, se decidió analizar si la internalización de EV20/MMAF era 

similar en las líneas celulares BT474 y BTRH. Para ello se llevaron a cabo estudios 

de inmunofluorescencia. Los experimentos de inmunofluorescencia mostraron que 

EV20/MMAF estaba presente en la superficie celular en los primeros tiempos de 

incubación y que la tinción evolucionó a un patrón de puntos con el tiempo (Figura 

25). Estos puntos ya se observaron en los primeros momentos (30 minutos) pero se 
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evidenció más claramente a partir de las tres horas. La presencia de tal patrón de 

puntos sugería internalización del ADC. 

 

Figura 25. Internalización de EV20/MMAF en BT474 y BTRH. Internalización de EV20/MMAF 
(10 nM) a los tiempos indicados en células BT474 y BTRH analizado por inmunofluorescencia. 
Escala: 20 µm. EV20/MMAF: rojo; DAPI: azul. 
 

6.1. Análisis de la llegada de EV20/MMAF a los lisosomas  

Si EV20/MMAF es internalizado, es de esperar que el complejo ADC-HER3 

alcance los lisosomas para su posterior procesamiento. Por ello se decidió realizar 

estudios de inmunofluorescencia con el marcador lisosómico LAMP1. En la figura 26 

puede observarse colocalización entre EV20/MMAF y LAMP1, confirmándose la 

llegada del ADC a los lisosomas. 
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Figura 26. Colocalización entre EV20/MMAF y LAMP1 en BT474 y BTRH. Colocalización 
(amarillo) entre EV20/MMAF y LAMP1 en los tiempos de incubación indicados con EV20/MMAF 
(10 nM) en células BT474 y BTRH. Escala: 5 µm. EV20/MMAF: rojo; LAMP1: verde, DAPI: azul. 
 

Para analizar si la cantidad de EV20/MMAF que llega a los lisosomas de 

BT474 y BTRH es parecida se llevó a cabo la cuantificación de la colocalización 

entre EV20/MMAF y LAMP1 (Figura 27). El porcentaje de colocalización entre el 

ADC y LAMP1 es similar en ambas líneas celulares (Figura 27B).  
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Figura 27. Cuantificación de la colocalización entre EV20/MMAF y LAMP1 en BT474 y 

BTRH. (A) La colocalización de EV20/MMAF (10 nM, rojo) con LAMP1 (verde) se muestra en 
blanco (segunda fila) en las células BT474 y BTRH. El análisis de colocalización se realizó con el 
programa Leica Application Suite Advanced Fluorescence, que generó los diagramas de 
dispersión de las imágenes adquiridas (última fila). Los píxeles rojos y verdes puros se 
encuentran entre los ejes de abscisas y ordenadas y las líneas blancas. Los píxeles de 
colocalización se encuentran dentro de las líneas blancas. Escala: 20 µm. (B) Cuantificación de 
la colocalización entre EV20/MMAF y LAMP1 en 20 fotografías representativas del tratamiento 
con EV20/MMAF para 0h (barras negras) ó 24h (barras rojas) en células BT474 y BTRH. Los 
datos se representan como media + SD. 

 

6.1.1. Internalización de pHrodo-EV20/MMAF 

Se espera que la internalización de EV20/MMAF lleve a los complejos ADC-

HER3 a los lisosomas, donde las proteasas ácidas pueden procesar el ADC y liberar 

al agente citotóxico MMAF. Para verificar que EV20/MMAF alcanzaba un ambiente 

ácido como el presente en los lisosomas, se marcó el ADC con pHrodo. pHrodo es 
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un fluorocromo rojo que es casi no fluorescente a pH neutro, pero que presenta 

fluorescencia en ambientes ácidos. Por tanto, si el ADC alcanza un ambiente acido 

la versión conjugada a pHrodo del mismo emite fluorescencia (Figura 28). 

 
Figura 28. Esquema de la conjugación de pHrodo-EV20/MMAF. (A) Marcaje de EV20/MMAF 
con pHrodo. (B) Representación del cambio de fluorescencia dependiente del pH del orgánulo. 

 

Las células BT474 y BTRH se incubaron con pHrodo-EV20/MMAF 10 nM 

durante 24 horas y las señales fluorescentes se analizaron mediante microscopía in 

vivo adquiriendo fotos cada 15 minutos. En las células BT474 y BTRH, la 

fluorescencia se acumuló progresivamente intracelularmente, lo que demuestra que 

pHrodo-EV20/MMAF alcanzó compartimentos ácidos (Figura 29).  

 

Figura 29. Internalización de pHrodo-EV20/MMAF en BT474 y BTRH. (A) Las células BT474 y 
BTRH se trataron con pHrodo-EV20/MMAF (10 nM) y se adquirieron fotos desde tiempo 0 a 24 
horas cada 15 minutos. Escala: 100 µm. 
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6.2. Internalización de EV20/MMAF marcado con biotina 

Para verificar si la cinética de internalización de EV20/MMAF era similar en la 

línea BTRH y en la línea parental BT474, se marcó el ADC con una forma de biotina 

escindible que es sensible al agente reductor glutatión (GSH). Si el anticuerpo está 

expuesto en el medio extracelular, la biotina es liberada por GSH. Sin embargo, el 

EV20/MMAF biotinilado internalizado está protegido de la acción reductora de GSH, 

lo que hace que sea detectable por western blot (Figura 30A). La internalización de 

EV20/MMAF biotinilado en las células BT474 y BTRH se detectó a partir de los 15 

minutos y alcanzó un máximo a los 60 minutos (Figura 30B). La señal del ADC 

biotinilado disminuyó a partir de entonces. En la figura 30C puede observarse como 

en ambas líneas celulares la cinética de internalización fue similar. 

 

Figura 30. Internalización de EV20/MMAF-SS-biotina. (A) Marcaje de EV20/MMAF con biotina 
reducible y acción del glutatión reducido (GSH). (B) Las líneas celulares BT474 y BTRH se 
trataron con 10 nM de EV20/MMAF-S-S-biotina durante 1 hora a 4°C y tras ser lavadas con PBS 
se incubaron a 37°C durante los tiempos indicados. Posteriormente, la biotina accesible en la 
superficie se escindió, las células se lisaron y los extractos se precipitaron con estreptavidina-
sefarosa. Se analizó EV20/MMAF mediante western blot, usando un anticuerpo anti-IgG 
humana-HRP. (C) Análisis cuantitativo de los estudios que se muestran en (B). Los datos se 
presentan como la media + SD de dos experimentos independientes. La internalización se 
representó como el porcentaje de internalización del ADC relativo al máximo nivel internalizado 
para cada línea celular. 
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7. EFECTO DE EV20/MMAF Y TRASTUZUMAB SOBRE LOS NIVELES DE 

HER2 Y HER3 DE BT474 Y BTRH 

El tratamiento con EV20/MMAF en las células BT474 y BTRH provocó una 

disminución de los niveles de HER3 total, que fue detectable entre 1 y 3 horas 

(Figura 31). Sin embargo, el ADC no afectó a la cantidad total de HER2. 

 

Figura 31. Efecto de EV20/MMAF en los niveles de HER2 y HER3 en BT474 y BTRH. (A) 
Análisis por western blot del efecto de EV20/MMAF (10 nM) sobre los niveles de HER2 y HER3 
en células BT474 y BTRH en los tiempos de incubación indicados con el ADC. Se analizó la 
expresión de HER2 o HER3 en el mismo western blot usando dos anticuerpos fluorescentes 
secundarios específicos de especie marcados con fluorocromos diferentes. (B) Representación 
cuantitativa de los datos representados en (A). 
 

Los experimentos paralelos realizados con trastuzumab mostraron que este 

anticuerpo no afectó significativamente a los niveles de HER2 o HER3 a los tiempos 

analizados (Figura 32). 

 

Figura 32. Efecto de trastuzumab sobre los niveles de HER2 y HER3 en BT474 y BTRH. (A) 
Análisis de los niveles de HER2 o HER3 en células BT474 y BTRH tratadas con trastuzumab (50 
nM) durante los tiempos indicados. (B) Análisis cuantitativos de los experimentos mostrados en 
(A). 
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8. ANÁLISIS DEL MECANISMO DE ACCIÓN DE EV20/MMAF EN LAS 

LÍNEAS CELULARES BT474 Y BTRH 

8.1. Efecto de EV20/MMAF en el ciclo celular 

La evaluación del ciclo celular mediante citometría de flujo usando tinción con 

PI reveló que EV20/MMAF aumentaba la proporción de células en la región G2/M de 

los histogramas y tal aumento estaba acompañado de una disminución en la fase 

Go/G1 (Figura 33A). Estos cambios en el perfil del ciclo celular provocados por 

EV20/MMAF fueron similares en BT474 y BTRH.  

Los análisis de western blot mostraron que EV20/MMAF provocaba una 

acumulación sustancial y persistente de pHistona H3, marcador de células en la 

mitosis (Figura 33B). Además, el ADC también aumentó los niveles de pBUBR1, 

otra proteína cuya fosforilación marca las células en mitosis. Estos estudios también 

confirmaron que el tratamiento con EV20/MMAF provoca una disminución en los 

niveles de HER3 y pHER3 en ambas líneas celulares. 

 

Figura 33. Efecto de EV20/MMAF en el ciclo celular de las líneas BT474 y BTRH. (A) Análisis 
del ciclo celular de BT474 y BTRH por citometría de flujo (50.000 eventos) tratadas con 
EV20/MMAF (10 nM) durante los tiempos indicados. Se muestra un experimento representativo 
de un ensayo que se repitió 3 veces. (B) Las células BT474 y BTRH se trataron durante los días 
indicados con EV20/MMAF (10 nM), se lisaron y se analizó la cantidad de phistona H3, BUBR1, 
HER3 y pHER3.  
 

8.2. Efecto de EV20/MMAF en la formación del huso mitótico 

El estancamiento de las células en la fase M del ciclo celular por la acción de 

los agentes citotóxicos del ADC provoca la muerte celular a través de un fenómeno 

denominado catástrofe mitótica. Tal efecto es causado por la acción de los fármacos 

sobre el sistema microtubular necesario para la adecuada progresión del ciclo 

celular. Los análisis de inmunofluorescencia mostraron que los husos mitóticos de 
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las células BT474 y BTRH tratadas con EV20/MMAF ofrecían un aspecto aberrante 

(Figura 34A). De hecho, en ambas líneas celulares el porcentaje de células con 

huso mitótico aberrante es mucho mayor en las células tratadas que en las células 

sin tratar (Figura 34B).  

 

Figura 34. Efecto de EV20/MMAF en la formación del huso mitótico de las líneas celulares 
BT474 y BTRH. (A) Inmunofluorescencia del huso mitótico tras la acción de EV20/MMAF. Se 
trataron las células BT474 y BTRH con el ADC (10 nM, 48 horas), se fijaron y se tiñeron para β-
tubulina (verde) y DAPI (azul). Escala: 7,5 µm. (B) Análisis cuantitativo de las células con huso 
mitótico aberrante tratadas o no con EV20/MMAF (10 nM, 48 horas). Las barras representan la 
media + SD de dos experimentos independientes, calculados de la siguiente manera: (número de 
células mitóticas con huso aberrante / número total de células mitóticas) × 100 (%). 

 

8.3. Efecto de EV20/MMAF en la apoptosis 

Los estudios de citometría de flujo para analizar muerte celular demostraron 

una acumulación de células muertas a lo largo del tiempo en los cultivos de células 

tratadas con el ADC (Figura 35A).  

Los estudios bioquímicos confirmaron la inducción de la muerte celular 

apoptótica por EV20/MMAF mediante un aumento del procesamiento (Figura 35B) y 

la activación (Figura 35C) de la caspasa 3 en las líneas celulares BT474 y BTRH. 

Además, dichos fenómenos de muerte celular son similares en ambos modelos de 

estudio. 
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Figura 35. Efecto de EV20/MMAF en la muerte celular de las líneas BT474 y BTRH. (A) 
Análisis de la apoptosis de las células BT474 y BTRH tratadas con EV20/MMAF (10 nM). Este 
proceso celular fue analizado por citometría de flujo mediante doble tinción con Anexina V y PI 
(50.000 eventos). (B) Análisis mediante western blot del efecto de EV20/MMAF (10 nM) sobre el 
procesamiento de la caspasa 3 en células BT474 y BTRH. Se utilizó GAPDH como control de 
carga. (C) Análisis fluorimétricos de la actividad caspasa 3 en células BT474 y BTRH tratadas 
con EV20/MMAF (10 nM). Los datos muestran la media + SD de los triplicados de un 
experimento que se repitió dos veces. 
 

9. EFECTO DE EV20/MMAF EN ESTUDIOS IN VIVO Y EN OTROS 

MODELOS DE RESISTENCIA A TERAPIAS ANTI-HER2 

9.1. Efecto de EV20/MMAF in vivo en el modelo de resistencia 

secundaria a trastuzumab generado con las células BTRH 

Para analizar el efecto antitumoral in vivo de EV20/MMAF sobre las células 

BTRH, estas células se implantaron ortotópicamente en las mamas de ratones 

hembra desnudos. Una vez que los tumores alcanzaron los 500 mm3, los ratones se 

categorizaron de manera aleatoria en cuatro grupos: (1) control, (2) EV20 (10 

mg/kg), (3) EV20/MMAF (3,3 mg/kg) y (4) EV20/MMAF (10 mg/kg). Se realizó una 

única inyección intraperitoneal con cada tratamiento y se controló el tamaño del 

tumor dos veces por semana.  

Como se muestra en la figura 36A, el tratamiento con el anticuerpo desnudo 

EV20 no pudo frenar el crecimiento tumoral. Por el contrario, el tratamiento con 

EV20/MMAF provocó la reducción del tumor, ya sea a 3,3 o a 10 mg/kg. Por otra 

parte, se comprobó que los tratamientos con EV20 y con EV20/MMAF a ambas 

dosis eran bien tolerados, sin afectar sustancialmente a los pesos de los ratones 

(Figura 36B).  
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Figura 36. Efecto in vivo de EV20/MMAF en xenoinjertos de células BTRH. (A) Efecto in vivo 
de PBS (control, n=4), EV20 (10 mg/kg, n=4) y EV20/MMAF (3.3 mg/kg, n=5; 10 mg/kg, n=4) en 
el crecimiento de tumores generados a partir de células BTRH. Los ratones se trataron cuando 
los tumores alcanzaron un volumen de 500 mm3. Los datos se representan como media + SEM. 
Los p-valores exactos de todas las comparaciones de las últimas mediciones y la prueba 
estadística utilizada se indican en anexo 5. (B) Peso medio de los animales de los diferentes 
grupos representados en (A). 

 

9.1.1. Distribución tisular de EV20/MMAF  

Algunos ratones fueron sacrificados para evaluar la distribución tisular de 

EV20/MMAF. Con ese fin, ratones portadores de tumores BTRH se dividieron en 

grupo control sin tratar o tratamiento con EV20/MMAF y se sacrificaron después de 

dos semanas.  

Tras este periodo, EV20/MMAF se acumuló principalmente en el tejido 

tumoral y su presencia en los demás tejidos analizados fue menor o indetectable 

(Figura 37). Cabe señalar que ni EV20 ni EV20/MMAF reconocen a HER3 murino, 

dejando abierta la posibilidad de efectos secundarios de EV20/MMAF debidos a la 

interacción del ADC con HER3 autóctono. 
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Figura 37. Distribución tisular de EV20/MMAF en ratones inyectados con células BTRH. 
Dos semanas después del tratamiento con EV20/MMAF (3,3 mg/kg), los tumores y los órganos 
indicados se diseccionaron de los animales del grupo control (C) o tratado (T). Se precipitó 
EV20/MMAF a partir de cantidades iguales de proteína (500 µg) con proteína A-sefarosa. El 
EV20/MMAF fue detectado por western blot usando anti-IgG humana-HRP. La parte inferior de la 
figura incluye una representación gráfica de la cuantificación de los niveles de EV20/MMAF 
mostrados en los western blots. Los niveles de EV20/MMAF en cada tejido se obtuvo de la 
siguiente manera: señal de la banda del tejido del animal tratado menos la señal de la banda del 
tejido respectivo del animal no tratado.  
 

9.1.2. Efecto de EV20/MMAF en tumores BTRH  

Además, se analizó por western blot la presencia de pHistona H3 y de 

caspasa 3 procesada en los tumores de los ratones del grupo control y tratado. En 

la figura 38 puede observarse como ambas proteínas se acumularon en los tumores 

tratados durante 2 semanas con EV20/MMAF.  

A continuación, se analizaron los niveles de HER3 y pHER3, los cuales 

fueron más bajos en las muestras de tumores tratados con EV20/MMAF durante dos 

semanas en comparación con los niveles presentes en los tumores no tratados.  
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Figura 38. Análisis del efecto de EV20/MMAF en tumores BTRH. Análisis de pHistona H3, 
caspasa 3 procesada, HER3 y pHER3 en xenoinjertos de ratones creados con células BTRH y 
tratados (T) o no (C) con EV20/MMAF (3,3 mg/kg) durante 2 semanas. 
 

9.1.3. Seguimiento del crecimiento tumoral a largo plazo 

Dada la regresión de los tumores después del tratamiento con una dosis 

única de EV20/MMAF, se decidió mantener los ratones de los grupos tratados con 

EV20/MMAF (ya sea a 3,3 o 10 mg/kg) en observación para explorar si los tumores 

volvían a crecer con el tiempo. Todos los ratones tratados con una dosis única de 10 

mg/kg y seguidos durante prácticamente un año no mostraron recidivas de sus 

tumores iniciales, alcanzando una respuesta duradera (Figura 39). En el caso de los 

ratones tratados con 3,3 mg/kg, tres de los cinco ratones recayeron. En estos 

ratones que presentaron recidivas, las nuevas inyecciones de EV20/MMAF pudieron 

reducir las masas tumorales.  

 

Figura 39. Seguimiento a largo plazo de los ratones con xenoinjertos de células BTRH. 
Monitorización a largo plazo de ratones inyectados con células BTRH y tratados con 
EV20/MMAF (3,3 mg/kg, n=5; 10 mg/kg, n=4). Cuando se indica, los ratones se trataron con 
EV20/MMAF. Los datos se representaron como media + SEM del volumen tumoral. 
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9.1.4. Cambio en la dosificación de EV20/MMAF y su efecto en 

tamaños tumorales grandes 

Habiendo observado recaídas en ratones tratados con una única dosis de 

EV20/MMAF a 3,3 mg/kg, se siguió un esquema de dosificación alternativo para 

intentar reducir la probabilidad de tales recaídas. Con ese fin, ratones portadores de 

tumores BTRH se trataron durante prácticamente un año con 3,3 mg/kg de 

EV20/MMAF cada tres semanas. Como se muestra en la figura 40, este protocolo 

de tratamiento dio como resultado una regresión completa de los tumores, sin 

recaídas. Además de este experimento se pudo concluir que EV20/MMAF tiene 

acción en tumores de gran tamaño (1200 y 1400 mm3). 

 

Figura 40. Seguimiento del tamaño de los tumores BTRH de ratones tratados cada 3 
semanas con EV20/MMAF. Monitorización de dos ratones portadores de tumores BTRH 
tratados cada 3 semanas con EV20/MMAF a 3,3 mg/kg. 
 

9.2. Efecto de EV20/MMAF in vivo en el modelo de resistencia 

secundaria a trastuzumab generado con las células BTRH#10 

En los ratones portadores de tumores creados por la inyección de células 

BTRH, el tratamiento in vivo con trastuzumab cada semana provoca inicialmente la 

reducción del tumor, seguido en algunos casos de recidivas. Debido al conocimiento 

de la sensibilidad inicial a trastuzumab de los tumores derivados de BTRH in vivo, 

se decidió explorar el efecto antitumoral in vivo de EV20/MMAF en dos modelos 

resistentes a trastuzumab adicionales. Uno de ellos, creado mediante la inyección 

de células BTRH#10, representó otro modelo de resistencia secundaria a 

trastuzumab.  

Los ratones portadores de xenoinjertos de BTRH#10 mostraron resistencia in 

vivo a trastuzumab administrado semanalmente (Figura 41A). Los tumores en 
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ratones inyectados con células BTRH#10 fueron sensibles a la acción de una única 

dosis de EV20/MMAF, lo que confirma la eficacia de este ADC para provocar 

regresión tumoral. De nuevo, EV20 desnudo no afectó al crecimiento de los 

tumores. La administración de trastuzumab, EV20 y EV20/MMAF volvió a mostrar 

ser tolerable al no afectar al peso de los animales (Figura 41B). 

 

Figura 41. Efecto in vivo de EV20/MMAF en xenoinjertos de células BTRH#10. (A) Efecto in 
vivo de PBS (control, n=5), trastuzumab (30 mg/kg, n=4), EV20 (10 mg/kg, n=5) y EV20/MMAF 
(10 mg/kg, n=5) sobre el crecimiento tumoral de xenoinjertos de células BTRH#10. Cuando los 
tumores alcanzaron un volumen de 500 mm3, los ratones fueron aleatorizados en los grupos 
indicados previamente. Los datos se representan como la media + SEM. Los p-valores exactos 
de todas las comparaciones de las últimas mediciones y la prueba estadística utilizada se indican 
en anexo 6. (B) Media de los pesos de los animales presentados en (A). 
 

9.2.1. Seguimiento del crecimiento tumoral a largo plazo 

En este experimento, también se realizó un seguimiento a largo plazo de los 

ratones tratados con EV20/MMAF desde el inicio del experimento para analizar la 

aparición de posibles recidivas a lo largo del tiempo.  

En este caso, uno de los cuatro ratones del grupo tratado con EV20/MMAF 

presentó crecimiento tumoral tras la regresión, pero seguía siendo sensible a la 

acción del ADC (Figura 42). 
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Figura 42. Seguimiento a largo plazo de los ratones con xenoinjertos de células BTRH#10. 
Monitorización a largo plazo de ratones inyectados con células BTRH#10 y tratados con 
EV20/MMAF (n=4). Cuando se indica, los ratones se trataron con EV20/MMAF. Los datos se 
representan como la media + SEM de las medidas del tamaño tumoral. 

 

9.2.2. Efecto de EV20/MMAF en tumores de gran tamaño 

Al igual que en el experimento in vivo de las células BTRH, se quiso analizar 

la capacidad de EV20/MMAF para disminuir tumores de gran tamaño generados con 

células BTRH#10. Se trataron dos ratones con tumores en torno a 1000 mm3 y con 

una única dosis se consiguió una regresión completa y duradera (Figura 43). 

 

Figura 43. Tratamiento de tumores (1000 mm3) grandes de células BTRH#10. Dos ratones 
con tumores grandes fueron tratados con 10 mg/kg de EV20/MMAF y seguidos a lo largo del 
tiempo. 
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9.3. Efecto de EV20/MMAF in vivo en el modelo de resistencia 

primaria a trastuzumab generado con las células HCC1954 

Para estudiar el efecto antitumoral de EV20/MMAF in vivo se utilizó otro 

modelo de resistencia a trastuzumab. En este caso el modelo era de resistencia 

primaria y fue generado con las células HCC1954. Dicho modelo demostró 

resistencia in vivo a trastuzumab administrado semanalmente (Figura 44A). 

Además, los xenoinjertos de HCC1954 fueron sensibles a la acción de una única 

dosis de EV20/MMAF, confirmándose nuevamente la eficacia de este fármaco para 

provocar regresión tumoral. En las células HCC1954 implantadas en los ratones, 

EV20 provocó el estancamiento del crecimiento tumoral, pero no se observó 

regresión de los tumores. En la figura 44B se puede observar el mantenimiento del 

peso medio de los ratones de cada grupo de estudio.  

 

Figura 44. Efecto in vivo de EV20/MMAF en xenoinjertos de células HCC1954. (A) Efecto in 
vivo de PBS (control, n=5), trastuzumab (30 mg/kg, n=5), EV20 (10 mg/kg, n=4) y EV20/MMAF 
(10 mg/kg, n=5) en el crecimiento de tumores generados a partir de células HCC1954. Cuando 
los tumores alcanzaron un volumen de 500 mm3, los ratones fueron divididos en los grupos 
indicados. Los datos se representan como la media + SEM. Los p-valores exactos de todas las 
comparaciones de las últimas mediciones y la prueba estadística utilizada se indican en anexo 7. 
(B) Media de los pesos de los animales presentados en (A). 

 

9.4. Efecto de EV20/MMAF en modelos de resistencia secundaria a 

lapatinib, neratinib y T-DM1 

También se exploró la acción de EV20/MMAF en modelos de resistencia 

adquirida a otros fármacos anti-HER2. Con ese fin, usamos los modelos de BT474 

resistentes a lapatinib, neratinib o T-DM1 generados en el laboratorio.  
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9.4.1. Acción de EV20/MMAF in vitro en modelos de resistencia 

secundaria a lapatinib 

En el caso de lapatinib, se probó la acción de EV20/MMAF en un conjunto 

(“pool”) de células resistentes (BTRL) así como en dos clones resistentes a lapatinib 

(BTRL#3 y BTRL#109). Tras probar la resistencia de estas líneas celulares a 

lapatinib (Figura 45A), se decidió testar la acción de EV20/MMAF en estas células. 

El efecto de EV20/MMAF sobre las células BTRL y BTRL#109 fue similar al de las 

células BT474 parentales. Sin embargo, EV20/MMAF fue ligeramente menos 

potente en el clon BTRL#3. Los análisis de western blot indicaron que todas las 

líneas celulares resistentes a lapatinib, ya sea el conjunto o los clones aislados, 

expresaban niveles similares de HER2 y HER3. Además, se observó que mantienen 

pHER2, pHER3 y pAKT, aunque a diferentes niveles, siendo las líneas BTRL y 

BTRL#109 las que presentan los niveles más bajos (Figura 45B). 

 

Figura 45. Efecto de EV20/MMAF en modelos de resistencia secundaria a lapatinib. (A) 
Análisis de dosis-respuesta del efecto de lapatinib (izquierda, 48 horas) y EV20/MMAF (derecha, 
5 días) sobre la proliferación de las células BT474, BTRL, BTRL#109 y BTRL#3. Los datos 
representan la media + SD de los triplicados (normalizados a los controles no tratados) de un 
experimento que se repitió al menos tres veces. (B) Niveles de HER2, pHER2, HER3, pHER3 y 
pAKT de las células BT474 y líneas resistentes a lapatinib.  
 

9.4.2. Acción de EV20/MMAF in vitro en modelos de resistencia 

secundaria a neratinib 

En el caso de neratinib, varios clones mostraron una resistencia mantenida al 

fármaco a lo largo de varios meses de cultivo, y se seleccionaron dos de ellos 

(BTRN#5 y BTRN#24) para el análisis posterior con EV20/MMAF (Figura 46A). El 

tratamiento con EV20/MMAF tuvo un efecto antiproliferativo tanto en los clones 

resistentes a neratinib como en la línea parental BT474. Como ocurrió con los otros 

modelos de resistencia secundaria mencionados anteriormente, los niveles de 
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HER2 y HER3 en los clones resistentes fueron similares a los de la célula parental 

BT474 (Figura 46B). Los niveles de pHER2 y pHER3 en los clones resistentes a 

neratinib fueron más bajos que los presentes en BT474, mientras que los de pAKT 

fueron más altos. 

  

Figura 46. Efecto in vitro de EV20/MMAF en modelos de resistencia secundaria a neratinib. 
(A) Efecto de neratinib (izquierda, 48 horas) y EV20/MMAF (derecha, 5 días) sobre la 
proliferación de las células BT474, BTRN#5 y BTRN#24. Los datos representan la media + SD 
de los triplicados (normalizados a los controles sin tratar) de un experimento que se repitió al 
menos tres veces. (B) Niveles de HER2, pHER2, HER3, pHER3 y pAKT de las células BT474 y 
células resistentes a neratinib.  
 

9.4.3. Acción de EV20/MMAF in vitro en modelos de resistencia 

secundaria a T-DM1 

Finalmente, se probó la eficacia de EV20/MMAF en células resistentes a T-

DM1 (Figura 47A). EV20/MMAF fue efectivo en estos clones resistentes a T-DM1, 

aunque en el clon BT-TDM1R#1, que presenta un procesamiento lisosómico 

deficiente, el efecto de EV20/MMAF fue menos potente. Esto quiere decir que 

ambos ADCs, T-DM1 y EV20/MMAF, dependen de su procesamiento en los 

lisosomas como parte de su mecanismo. Los niveles de HER2, HER3, pHER3 y 

pAKT en los clones resistentes a T-DM1 fueron similares a los de la célula parental 

BT474, mientras que los niveles de pHER2 fueron más bajos en BT-TDM1R#6 

(Figura 47B).  
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Figura 47. Efecto in vitro de EV20/MMAF en modelos de resistencia secundaria a T-DM1. 
(A) Dosis-respuesta del efecto de T-DM1 (izquierda) y EV20/MMAF (derecha) a 5 días, sobre la 
proliferación de las células BT474, BT-TDM1R#1 y BT-TDM1R#6. (C) Niveles de HER2, pHER2, 
HER3, pHER3 y pAKT de las células BT4T4 y clones resistentes a T-DM1. Los datos 
representan la media + SD de los triplicados (normalizados a los controles sin tratar) de un 
experimento que se repitió al menos tres veces 
 

9.4.4. Acción de EV20/MMAF in vivo en un modelo de resistencia 

secundaria a T-DM1 

Por último, se exploró la acción in vivo de EV20/MMAF en tumores de 

ratones creados mediante la inyección de células BT-TDM1R#6. Como se muestra 

en la Figura 48A, T-DM1 no pudo causar la regresión de estos tumores. Por el 

contrario, EV20/MMAF si provocó regresión tumoral. De nuevo, EV20 no afectó a la 

tasa de crecimiento de estos tumores. Estos tratamientos demostraron ser bien 

tolerados por los animales, sin cambios en sus pesos (Figura 48B).  

 
 

Figura 48. Efecto in vivo de EV20/MMAF en xenoinjertos de células BT-TDM1R#6. (A) 
Efecto in vivo de PBS (control, n=4), EV20 (10 mg/kg, n=4), T-DM1 (15 mg/kg, n=4) y 
EV20/MMAF (10 mg/kg, n=4) en el crecimiento tumoral de ratones con tumores de células BT-
TDM1R#6. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 500 mm3, los ratones fueron divididos 
en los grupos indicados previamente. Los datos se representan como la media + SEM. Los p-
valores exactos de todas las comparaciones de las últimas mediciones y la prueba estadística 
utilizada se indican en anexo 8. (B) Media de los pesos de los animales presentados en (A). 
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9.4.4.1. Seguimiento del crecimiento tumoral a largo plazo 

Los ratones portadores de xenoinjertos de BT-TDM1R#6 tratados con 

EV20/MMAF fueron seguidos durante aproximadamente un año para observar 

posibles recidivas. En este caso, ninguno de los ratones sufrió regresión tumoral 

durante el periodo de observación (Figura 49). 

 
Figura 49. Seguimiento a largo plazo de los ratones con xenoinjertos de células BT-
TDM1R#6. Monitorización a largo plazo de ratones inyectados con células BT-TDM1R#6 y 
tratados con EV20/MMAF (n=4). Cuando se indica, los ratones se trataron con EV20/MMAF. Los 
datos se representan como la media + SEM de las medidas del tamaño tumoral. 

 
9.4.4.2. Efecto de EV20/MMAF en tumores de gran tamaño 

Al igual que en los experimentos in vivo de las células BTRH y BTRH#10, se 

quiso analizar si EV20/MMAF es capaz de disminuir tumores de gran tamaño 

resistentes a T-DM1. Se trataron cuatro ratones con tumores en torno a 1000-1400 

mm3 y en todos ellos se consiguió una regresión completa y duradera (Figura 50). 

 
Figura 50. Tratamiento de tumores grandes (1000-1400 mm3) de células BT-TDM1R#6. 
Cuatro ratones con tumores grandes fueron tratados cuando se indica (círculo rojo) con 10 mg/kg 
de EV20/MMAF y seguidos a lo largo del tiempo.  
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CAPÍTULO 1. EV20/MMAF, UN ANTICUERPO CONJUGADO A 

FÁRMACO, EN RESISTENCIA A TERAPIAS ANTI-HER2 

Muchos estudios han demostrado el papel crucial de HER3 en el desarrollo 

tumoral y como causa principal de resistencia a diversas terapias antitumorales en 

cánceres humanos, incluido el cáncer de mama HER2+ (Amin et al., 2010; Holbro et 

al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2008). De hecho, la señalización de HER3 juega un 

papel importante en el desarrollo de resistencias a terapias anti-HER y a 

quimioterapéuticos en este subtipo de cáncer (Garrett et al., 2011; Huang et al., 

2010; Liu et al., 2007; Sergina et al., 2007; Wang et al., 2010).  

Se ha observado que la expresión de HER3 aumenta sustancialmente 

después de la exposición prolongada a trastuzumab en células de cáncer de mama 

(Narayan et al., 2009). En dos modelos celulares derivados de xenoinjertos con 

resistencia adquirida a trastuzumab in vivo, se observó aumento de los niveles de 

activación de EGFR y HER3 (Ritter et al., 2007). Recientemente se han publicado 

modelos de cáncer de mama HER2+ con resistencia adquirida a trastuzumab y T-

DM1 que poseen una mayor expresión y activación de HER3 y de su ligando NRG1. 

Estos resultados fueron confirmados en una pequeña cohorte de pacientes con 

cáncer de mama HER2+. En las biopsias obtenidas antes y después del tratamiento 

con múltiples terapias anti-HER2, incluido T-DM1, se observó sobreexpresión de 

HER3 y NRG1 tras la progresión (Schwarz et al., 2017). Aunque en nuestros 

modelos de resistencia secundaria a terapias anti-HER2 los niveles de HER3 son 

similares a la línea parental, éstos siguen siendo elevados. Por ello, nuestro grupo y 

otros autores han visto interesante atacar HER3 para vencer la resistencia a 

terapias antitumorales.  

Los mAbs contra HER3 son el enfoque más directo para interferir con la 

señalización de HER3 y algunos de ellos están en desarrollo clínico (Kol et al., 2014; 

R. Mishra et al., 2018). A pesar de la actividad antitumoral observada en los 

ensayos clínicos, especialmente cuando los mAb HER3 se combinan con otras 

terapias, estos resultados no se han traducido en un beneficio clínico evidente, 

aunque la tolerabilidad fuese favorable (Gaborit et al., 2016; Jacob et al., 2018; X. 

Liu et al., 2019). Por ello, no hay ningún anticuerpo monoclonal dirigido contra HER3 

aprobado en la práctica clínica. Además de anticuerpos monoclonales, hay también 

varios anticuerpos biespecíficos anti-HER3 en ensayos clínicos (Gaborit et al., 2016; 

Malm et al., 2016).  
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Los ADCs presentan generalmente una mayor acción antitumoral que la 

versión desnuda del anticuerpo al combinar la acción específica del anticuerpo con 

efecto del agente citotóxico. El único ADC en estudio clínico dirigido contra HER3 es 

U3-1402 (también conocido como patritumab deruxtecan o HER3-DXd), compuesto 

por el anticuerpo anti-HER3 patritumab unido al inhibidor de la topoisomerasa I 

deruxtecan (Haratani et al., 2020; Hashimoto et al., 2019; Koganemaru et al., 2019). 

Tras exitosos resultados preclínicos, U3-1402 entró en estudio de fase I/II para el 

tratamiento del cáncer de pulmón, cáncer colorectal y cáncer de mama metastásico. 

Los datos preliminares de estos estudios han sido alentadores, ya que se 

observaron respuestas parciales y reducción del tamaño tumoral acompañado de un 

perfil de seguridad y tolerabilidad favorable (Janne et al., 2019; Kogawa et al., 2018; 

Masuda et al., 2019; Yu et al., 2020). 

Debido a estos precedentes, y al hecho de que HER3 se expresa con 

frecuencia en el cáncer de mama (Bieche et al., 2003; Bobrow et al., 1997; McIntyre 

et al., 2010), en la primera parte de la presente Tesis Doctoral se decidió explorar el 

valor terapéutico del ADC EV20/MMAF dirigido a HER3 en cáncer de mama HER2+, 

incluyendo modelos de resistencia adquirida a terapias anti-HER2 (trastuzumab, 

lapatinib, neratinib y T-DM1). EV20/MMAF está compuesto por el anticuerpo 

monoclonal humanizado EV20 y el agente citotóxico MMAF (Capone et al., 2018). 

EV20 es la versión humanizada del anticuerpo MP-RM-1, dirigido contra el ECD de 

HER3. Ambos anticuerpos inhiben la activación del receptor dependiente e 

independiente de ligando, promueven la degradación de HER3 e inhiben la 

dimerización de HER2-HER3. EV20 y MP-RM-1 tienen potentes efectos 

antitumorales in vitro e in vivo en varios modelos de cáncer de mama, páncreas, 

ovario, próstata y melanoma, incluyendo células tumorales obtenidas de efusiones 

de pacientes con cáncer de mama y cáncer de ovario (G. Sala et al., 2013; Sala et 

al., 2012). Se espera que EV20 tenga un efecto más amplio al bloquear la 

señalización de HER3 en comparación con otros mAbs anti-HER3 similares (como 

MM-121) que solo bloquean la activación de HER3 inducida por ligando (Schoeberl 

et al., 2010; Schoeberl et al., 2017; Schoeberl et al., 2009). De hecho, en ensayos 

clínicos, MM-121 (o también conocido como seribantumab) se tolera bien y se 

combina de forma segura con varios fármacos, incluyendo terapias anti-hormonales, 

terapias dirigidas y quimioterapias, pero generalmente no mejora los resultados 

clínicos (Arnedos et al., 2013; Cleary et al., 2014; Cleary et al., 2017; Higgins et al., 

2014; Liu et al., 2014; Sequist, Gray, et al., 2019; Sequist, Janne, et al., 2019). Por 
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ello, la inhibición dual de la señalización de HER3 por la acción de EV20 sumada a 

la citotoxicidad de MMAF, hacen a EV20/MMAF un buen candidato para estudios 

preclínicos.  

En los primeros resultados, se observó la activación de HER3 en la línea 

BT474 y su línea derivada resistente a trastuzumab, BTRH. Además, muestras 

tumorales de pacientes con cáncer de mama HER2+ confirmaron la presencia de 

HER3 en este subtipo tumoral. Estos datos confirman la importancia de HER3 en el 

desarrollo del cáncer de mama HER2+ y en la adquisición de resistencias a terapias 

anti-HER2. En un panel de células HER2+, EV20 provocó la disminución de los 

niveles de HER3 y pHER3 en la mayoría de los casos, confirmándose esta 

propiedad del anticuerpo (G. Sala et al., 2013; Sala et al., 2012). EV20/MMAF 

también induce degradación de HER3 en nuestros modelos de BT474 y BTRH. Lo 

mismo ocurre con patritumab y U3-1402, ambos inducen la degradación de HER3 

(Hashimoto et al., 2019). Por tanto, se confirma que el mecanismo de acción de 

EV20 está conservado en EV20/MMAF como ya se había demostrado anteriormente 

en otros modelos y en otras versiones de ADCs derivadas de EV20 (EV20-saponina 

y EV20‑sss‑vcMMAF) (Capone et al., 2017; Capone et al., 2018; D'Agostino et al., 

2021). Ambas versiones de ADCs han demostrado una fuerte actividad antitumoral 

en melanoma y cáncer de hígado y propiedades similares a las descritas en la 

presente Tesis Doctoral. Otros ADCs anti-HER3 también están siendo desarrollados 

a nivel preclínico por otros investigadores, como es el caso de MMAE–9F7–F11, con 

prometedores resultados en cáncer de páncreas (Bourillon et al., 2019). 

EV20/MMAF tuvo un potente efecto antiproliferativo sobre las células de 

cáncer de mama HER2+. Por el contrario, la adición del anticuerpo desnudo EV20 

no afectó a la proliferación de estas células, confirmándose que la mera acción 

sobre HER3 es ineficaz desde el punto de vista terapéutico (Capone et al., 2017).  

Además, MMAF libre tenía una acción antiproliferativa mucho menor que 

EV20/MMAF, lo que indica que la suma de EV20 y MMAF en el formato ADC 

aumenta de manera óptima la potencia con respecto a los fármacos individuales. Al 

igual ocurre con EV20-saponina, donde el ADC ejerce la acción antitumoral frente a 

la inactividad de los componentes de manera individual (Capone et al., 2017). En 

células HER3+ de melanoma, MMAF libre mostró menos eficacia que EV20/MMAF 

(Capone et al., 2018), confirmándose que la internalización del fármaco mediada por 

EV20 aumenta la actividad terapéutica de ambos agentes y además confirma la baja 
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capacidad de MMAF de atravesar la membrana plasmática (Doronina et al., 2006). 

En el caso de U3-1402, el anticuerpo desnudo (patritumab) tampoco tiene efecto en 

las líneas HER2+ testadas, a excepción de MDA-MB-175VII. Sin embargo, el agente 

citotóxico libre muestra mayor acción que U3-1402 (Hashimoto et al., 2019; 

Yonesaka et al., 2019). De hecho, a la misma concentración nanomolar, DXd es 

más potente que MMAF. D’Amico y colaboradores observaron que el ADC anti-

HER2 unido a un derivado de la antraciclina tenía mayor acción in vivo que el 

agente citotóxico libre, confirmando la importancia de la unión entre el anticuerpo y 

el agente citotóxico para el tratamiento dirigido (D'Amico et al., 2019). Otros autores 

también han reportado una mayor acción antiproliferativa de un ADC anti-HER2 

frente al agente citotóxico libre, en este caso un derivado de auristatina F (Woitok et 

al., 2016). Apoyando esta observación, He y colaboradores reportaron una mayor 

acción de ADCs anti-HER2 y anti-EGFR frente a la acción de los agentes citotóxicos 

libres, en este caso MMAF y derivados (He et al., 2019) 

La acción del EV20/MMAF depende de la expresión de HER3, como lo 

demuestra su falta de actividad en las células que expresan de forma basal niveles 

bajos de HER3, o su acción antiproliferativa disminuida en las células en las que la 

expresión de HER3 se redujo genéticamente. La correlación entre los niveles de 

HER3 y la acción antiproliferativa de EV20/MMAF también apoyó la idea de que la 

acción de este ADC depende de los niveles de HER3. Sin embargo, el valor 

numérico de esta correlación sugiere que otros factores, además de HER3, dictan la 

sensibilidad a EV20/MMAF. Este es un hallazgo relevante ya que el uso terapéutico 

de EV20/MMAF dependerá de la identificación de tumores altamente sensibles al 

ADC. EV20-Sap mostró la misma dependencia de HER3 (Capone et al., 2017). En 

el caso de U3-1402 también se observó una correlación inversa entre la viabilidad 

celular y la unión del ADC a la superficie celular, confirmándose la necesidad de la 

presencia del antígeno para la acción del ADC (Hashimoto et al., 2019). Al igual que 

nuestros resultados, también se observó ausencia de efecto en células con bajos 

niveles de HER3 (MDA-MB-231) (Hashimoto et al., 2019) y en células con 

silenciamiento genético de HER3 (Yonesaka et al., 2019). U3-1402 también 

demostró su acción in vivo dependiente de HER3 en diferentes modelos con 

distintos niveles de expresión del receptor (Koganemaru et al., 2019). Estos datos 

confirman que ambos ADCs tienen una actividad dependiente de los niveles de 

HER3. Además, igual que en el caso de EV20-Sap, la presencia de NRG no impide 
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la acción de EV20/MMAF en las células BT474 y BTRH, lo cual es importante desde 

el punto de vista clínico y terapéutico.  

Un factor adicional que puede jugar un papel en la acción de EV20/MMAF se 

relaciona con su internalización y degradación. Nuestros análisis bioquímicos y de 

inmunofluorescencia indicaron que EV20/MMAF se internalizó rápidamente y 

alcanzó los lisosomas como ha sido previamente descrito tanto para EV20 como 

EV20/MMAF en otros modelos celulares (Capone et al., 2018; Gianluca Sala et al., 

2013). La rápida internalización de los anticuerpos contra HER3 también ha sido 

observado con U3-1402, donde se confirmó que tienen una tasa de internalización 

más rápida que un anticuerpo anti-HER2 (Hashimoto et al., 2019). En los lisosomas 

el ADC es degradado por la acción de las proteasas lisosomales generando 

fragmentos escindidos de EV20/MMAF capaces de moverse desde el lumen 

lisosómico al citosol, donde la carga útil citotóxica debería alterar la dinámica de los 

microtúbulos. De hecho, EV20/MMAF impidió el correcto ensamblaje de la 

maquinaria microtubular responsable de la progresión de las células a lo largo de la 

mitosis. Tal acción no solo afectó a la dinámica del ciclo celular, sino que también 

promovió la muerte celular a través del proceso de catástrofe mitótica, como se ha 

demostrado en otros trabajos con T-DM1 anteriormente publicados por el laboratorio 

(Montero et al., 2015; Ríos-Luci et al., 2017). 

Los modelos in vivo derivados de células BT474 confirmaron la falta de 

eficacia de EV20 en nuestros modelos. Es relevante comentar que los estudios 

previos que mostraban que MP-RM-1 y EV20 pueden inducir un retraso en el 

crecimiento tumoral se basaron en un protocolo diferente que incluía la 

administración del anticuerpo desnudo dos veces por semana durante un período 

más prolongado (4-5 semanas) (G. Sala et al., 2013; Sala et al., 2012). Además, en 

esos estudios se administró EV20 a ratones con tumores mucho más pequeños que 

los utilizados en el presente estudio (100 mm3 frente a 500 mm3) y en uno de ellos a 

dosis más altas (20 mg/kg) (Sala et al., 2012). En el caso de los tumores de ratones 

inyectados con células HCC1954, EV20 ejerció un efecto antiproliferativo visible. El 

hecho de que EV20 no afectó la proliferación de células HCC1954 in vitro, pero 

inhibió el crecimiento tumoral de células HCC1954 xenoinjertadas en ratones, 

sugiere que los factores presentes en el microambiente tisular pueden favorecer el 

crecimiento tumoral y sensibilizar al tratamiento con anticuerpos. En cualquier caso, 

la comparación del tratamiento de dosis única con EV20 o EV20/MMAF demostró el 
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efecto antitumoral in vivo superior del ADC en todos los modelos de resistencia 

primaria y secundaria a fármacos anti-HER2. Es importante destacar que EV20 in 

vivo no induce regresión tumoral en ninguno de los modelos analizados, únicamente 

retraso del crecimiento de los tumores en el modelo de HCC1954, como si es el 

caso de EV20/MMAF que posee una potente acción antitumoral. En el caso de U3-

1402, también se ha reportado la falta de acción del anticuerpo desnudo 

(patritumab) in vivo frente a la fuerte actividad antitumoral del ADC (Hashimoto et 

al., 2019; Koganemaru et al., 2019). Estos resultados sugieren que la estrategia de 

inhibir la señalización de HER3 con un anticuerpo anti-HER3 puede no ser suficiente 

para inhibir el crecimiento tumoral, y van en línea con la escasa eficacia de los 

mAbs anti-HER3 en ensayos clínicos. 

Un hallazgo relevante de este trabajo fue el fuerte efecto antitumoral de 

EV20/MMAF sobre las células resistentes a trastuzumab y a otras terapias anti-

HER2. Tal acción abre la posibilidad de utilizar EV20/MMAF para combatir la 

resistencia a las estrategias anti-HER2 actualmente utilizadas en la clínica de los 

tumores HER2+. De hecho, en ratones implantados con células resistentes a 

trastuzumab, EV20/MMAF tuvo un fuerte efecto antitumoral. Además, es importante 

mencionar que EV20/MMAF provocó la regresión tumoral incluso de tumores 

grandes (800-1000 mm3), una posible causa de resistencia. Por otro lado, también 

es destacable la regresión completa y duradera obtenida después de una dosis 

única de 10 mg/kg de EV20/MMAF. Este mismo fenómeno fue observado en 

xenoinjertos de melanoma, confirmándose la eficacia y potencia de EV20/MMAF 

para promover largas respuestas antitumorales con una única dosis (Capone et al., 

2018). Además, en este mismo trabajo, observaron una acumulación de 

EV20/MMAF en los tumores, al igual que nosotros. La dosis más baja (3,3 mg/kg, 

dosis única) también provocó la regresión del tumor, pero en algunos ratones se 

observaron recaídas a lo largo del tiempo. Sin embargo, estos tumores todavía eran 

sensibles a dosis adicionales de EV20/MMAF. Dado que el tratamiento a 3,3 mg/kg 

presentó recidivas, se decidió evaluar si el tratamiento con 3,3 mg/kg del ADC cada 

tres semanas podría evitar dicho fenómeno. Efectivamente, se demostró que el 

tratamiento continuado durante prácticamente un año provocaba la regresión 

tumoral en todos los ratones tratados, sin recaídas. Estos datos, junto con la 

capacidad de ejercer una acción antitumoral en células resistentes a T-DM1, 

lapatinib o neratinib, e incluso el efecto de EV20/MMAF en células HER2+ sin 

resistencia, ofrecen atractivas posibilidades de utilizar este ADC anti-HER3 en la 
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clínica del cáncer HER2+, incluso más allá del cáncer de mama. De hecho, las 

terapias anti-HER2 como trastuzumab y T-DXd se utilizan para el tratamiento de 

tumores gástricos metastásicos HER2+. Será interesante explorar el valor de 

EV20/MMAF para la terapia de estos tumores. En este contexto, U3-1402 ha 

mostrado eficacia en modelos resistentes a TKIs dirigidos contra EGFR (gefitinib y 

osimertinib) (Yonesaka et al., 2019). Cabe destacar que ambos modelos de 

resistencia presentaban mayores niveles de HER3 en superficie y que la exposición 

a los TKIs anti-EGFR aumentaba los niveles de HER3. Estos datos confirman el 

papel de HER3 en la resistencia adquirida a terapias anti-HER y la eficacia de usar 

ADCs anti-HER3 para vencer resistencias.  

Además, la potente acción de EV20/MMAF sobre las células que expresan 

HER3 abre la posibilidad de extender su uso para la terapia de pacientes portadores 

de tumores oncogénicamente mutados en ERBB3 (Jaiswal et al., 2013; Kiavue et 

al., 2020) o que puedan volverse resistentes a las terapias basadas en otros ADC 

anti-HER2 ó anti-HER3, como ocurre en el caso de T-DM1 y T-DXd. En este caso, 

T-DXd es efectivo en pacientes con tumores refractarios a terapias anti-HER2 

previas, incluyendo T-DM1 (García-Alonso et al., 2020; Modi et al., 2020). Esto es 

un ejemplo del valor clínico de usar ADCs con diferentes cargas útiles pero dirigidas 

a la misma proteína de la superficie celular.  

La inmunoterapia está demostrando ser una opción terapéutica eficaz en una 

variedad de cánceres, pero tiene un resultado terapéutico insuficiente (Chen & 

Mellman, 2017). Recientemente, se ha demostrado que U3-1402 sensibilizó a los 

tumores HER3+ al bloqueo generado por la proteína de muerte celular programada 1 

(PD-1, programmed cell death protein 1), mejorando la función e infiltración de las 

células inmunes innatas y adaptativas, lo que posteriormente sensibilizó al tumor a 

la inmunoterapia. Debido a esto, la combinación de este ADC y un anticuerpo anti-

PD-1 inhibió significativamente el crecimiento tumoral, incluso en ratones 

refractarios a la terapia anti-PD-1. Además, se demostró que HER3 está 

frecuentemente expresado en pacientes con tumores sólidos resistentes al inhibidor 

de PD-1 (Haratani et al., 2020). Esta observación abre la posibilidad de analizar si el 

ADC EV20/MMAF tendría esta misma propiedad, y de manera general si usar ADCs 

podría aumentar la sensibilidad a la inmunoterapia en cáncer de mama.  

Vale la pena explorar todas estas posibles aplicaciones clínicas citadas 

anteriormente, una vez que se disponga de biomarcadores adecuados de 
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sensibilidad al ADC para la correcta selección de los pacientes. En general, la 

eficacia de una terapia dirigida se puede optimizar mediante el uso de 

biomarcadores predictivos y de seguimiento que definan la población con más 

probabilidades de beneficiarse del tratamiento. Dado al aumento de terapias 

dirigidas a HER3, tanto mAbs, ADCs como anticuerpos biespecíficos, en algunos 

ensayos clínicos de estas terapias se han analizado posibles biomarcadores para 

seleccionar la población de estudio y ver si aumenta la eficacia de la terapia. La 

proteína HER3 se ha postulado como un biomarcador en terapias anti-HER3 (Liu et 

al., 2016). Por el contrario, otros ensayos clínicos no encontraron que el nivel de 

HER3 estuviera asociado con la respuesta clínica (Hill et al., 2018; Mendell et al., 

2015; Schneeweiss et al., 2018). El ARNm de ERBB3 también podría ser un posible 

biomarcador, pero ninguno de los estudios clínicos que lo analizaron como posible 

biomarcador pudieron mostrar ningún beneficio clínico de las terapias dirigidas a 

HER3 en la población que expresa HER3 (Fayette et al., 2016; Hill et al., 2018; 

Jimeno et al., 2016; Mendell et al., 2015). 

En un estudio reciente, todos los pacientes con reducción del tamaño tumoral 

expresaron tanto NRG como HER3 y mostraron una reducción de pHER3 con el 

tratamiento con CDX-3379, un mAb anti-HER3 (Duvvuri et al., 2019). Otro estudio 

también informó de una disminución en pHER3 (y también a nivel total) en muestras 

de tumores pareadas (Reynolds et al., 2017). Por lo tanto, pHER3 podría ser un 

biomarcador predictivo de la respuesta a la terapia anti-HER3, aunque la IHC para 

pHER3 a menudo no es fiable en muestras clínicas y puede no ser una forma 

precisa de predecir la respuesta. 

El ARNm de NRG también se ha postulado como posible biomarcador para la 

terapia dirigida a HER3 (Higgins et al., 2014; Holmes et al., 2015; Liu et al., 2016; 

MacBeath et al., 2014; Mendell et al., 2015; Ocaña et al., 2016; Pawel et al., 2014; 

Schoeberl et al., 2017; Sequist, Gray, et al., 2019; Sequist et al., 2014), aunque 

otros ensayos clínicos no pudieron reportar ninguna relación beneficiosa entre las 

terapias anti-HER3 y los niveles ARNm de NRG (Fayette et al., 2016; Forster et al., 

2019; Hill et al., 2018; Jimeno et al., 2016; Meulendijks et al., 2017; Paz-Arez et al., 

2017; Reynolds et al., 2017; Schneeweiss et al., 2018; Sequist, Janne, et al., 2019). 

El nivel de HRG soluble en suero parece ser un biomarcador predictivo de la 

eficacia de patritumab más erlotinib en pacientes con cáncer de pulmón de células 

no pequeñas (Yonesaka et al., 2017). 
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Por tanto, en este capítulo se ha demostrado que dirigirse a HER3 de forma 

aislada con el anticuerpo monoclonal EV20 no es suficiente para inhibir 

completamente la señalización en cáncer de mama HER2+. En las células HER2+ 

con altos niveles de HER2 en la membrana plasmática y con activación de HER3 

independiente de ligando, probablemente los mAbs no regulen HER3 a niveles 

suficientemente bajos y, por lo tanto, esta sea la causa de sus efectos mínimos 

sobre la viabilidad celular. Una mejor aproximación es la administración de agentes 

citotóxicos (como MMAF) a células cancerosas que expresan HER3 a través de 

ADCs, como se ha demostrado con el ADC anti-HER3 EV20/MMAF. De hecho, U3-

1402 ha reportado prometedores resultados en ensayos clínicos, incluyendo 

estudios en cáncer de mama. Sin embargo, la falta de biomarcadores predictivos 

para identificar los pacientes susceptibles sigue siendo una barrera importante para 

el éxito de las terapias anti-HER3 en los ensayos clínicos en curso. En resumen, en 

este capítulo se ha caracterizado la acción de un novedoso ADC anti-HER3 

(EV20/MMAF) en modelos in vitro e in vivo de resistencia a terapias anti-HER2 

usadas en la clínica, obteniéndose una potente acción del mismo (Figura 51).  

 

Figura 51. Representación de los modelos de trabajo, de las características de EV20/MMAF 
y de su mecanismo de acción. EV20/MMAF se une a HER3 en la superficie celular de las 
células HER2+. Su internalización y posterior degradación en los lisosomas provoca la liberación 
de MMAF que, al inhibir la polimerización de los microtúbulos, provoca la parada en fase G2/M y 
posterior catástrofe mitótica, conduciendo a la muerte celular.  

Modelos in vitro e in vivo de cáncer de mama HER2+, 

incluyendo modelos resistentes a  terapias anti-HER2
ADC anti-HER3

EV20/MMAF

La internalización de EV20/MMAF y posterior liberación de MMAF provoca 

muerte celular a través de catástrofe mitótica

MMAF

HER3
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CAPÍTULO 1. EV20/MMAF, UN ANTICUERPO CONJUGADO A 

FÁRMACO, EN RESISTENCIA A TERAPIAS ANTI-HER2 

1. El receptor HER3 se expresa en modelos celulares de cáncer de mama HER2+ 

con resistencia primaria o secundaria a terapias dirigidas contra HER2. 

2. EV20/MMAF, un ADC dirigido frente a HER3, ejerce una fuerte acción 

antiproliferativa en células HER2+ y en células resistentes a terapias anti-HER2. 

3. La acción antitumoral de EV20/MMAF es causada por parada en fase G2/M del 

ciclo celular y posterior catástrofe mitótica y muerte celular.  

4. En ratones con xenoinjertos de células resistentes a trastuzumab o T-DM1, 

EV20/MMAF es capaz de provocar regresión tumoral completa y de larga 

duración. 

5. La expresión de HER3 en modelos celulares resistentes a terapias anti-HER2, 

junto a la disponibilidad de ADCs frente a ese receptor, permiten el uso de estos 

fármacos para combatir la resistencia a terapias anti-HER2 convencionales. 
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Anexo 1. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 14A 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs trastuzumab en 
BT474 

ANOVA bifactorial con corrección 
de Bonferroni  

5,667x10-8 

Control vs trastuzumab en 
BTRH 

0,022 

Control vs trastuzumab en 
BTRH#10 

0,163 

Entre todos los controles 1 

Trastuzumab en BT474 vs 
trastuzumab en BTRH 

0,000003 

Trastuzumab en BT474 vs 
trastuzumab en BTRH#10 

7,439x10-7 

Trastuzumab en BTRH vs 
trastuzumab en BTRH#10 

0,819 

 

Anexo 2. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 16B 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs trastuzumab en 
BT474 

ANOVA bifactorial con corrección 
de Bonferroni  

1,003x10-13 
 

Control vs trastuzumab en 
BTRH 

0,001375 

Control vs trastuzumab en 
PDX118 

3,519x10-16 

Control vs trastuzumab en 
TR1 

5,716x10-9 

Control vs trastuzumab en 
TR2 

1,712x10-9 

Entre todos los controles 1 

Trastuzumab en BT474 vs 
trastuzumab en BTRH 

7,775x10-11 

Trastuzumab en BT474 vs 
trastuzumab en PDX118 

0,000056 

Trastuzumab en BT474 vs 
trastuzumab en TR1 

9,050x10-7 

Trastuzumab en BT474 vs 
trastuzumab en TR2 

0,000004 

Trastuzumab en BTRH vs 
trastuzumab en PDX 

9,058x10-14 

Trastuzumab en BTRH vs 
trastuzumab en TR1 

0,000083 

Trastuzumab en BTRH vs 
trastuzumab en TR2 

0,000018 
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Trastuzumab en PDX118 vs 
trastuzumab en TR1 

6,209x10-11 

Trastuzumab en PDX118 vs 
trastuzumab en TR2 

1,590x10-10 

Trastuzumab en TR1 vs 
trastuzumab en TR2 

1 

 

Anexo 3. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 20 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs EV20/MMAF en 
BT474 

ANOVA de una vía con corrección 
de Welch seguido de la prueba 

post-hoc de Games-Howell  

0,015 

Control vs NRG en BT474 0,648 

Control vs 
NRG+EV20/MMAF en 
BT474 

0,018 

NRG vs EV20/MMAF en 
BT474 

0,010 

NRG vs NRG+EV20/MMAF 
en BT474 

0,011 

NRG+EV20/MMAF vs 
EV20/MMAF en BT474 

0,016 

Control vs EV20/MMAF en 
BTRH 

0,004 

Control vs NRG en BTRH 0,499 

Control vs 
NRG+EV20/MMAF en BTRH 

0,002 

NRG vs EV20/MMAF en 
BTRH 

0,009 

NRG vs NRG+EV20/MMAF 
en BTRH 

0,009 

NRG+EV20/MMAF vs 
EV20/MMAF en BTRH 

0,026 

 

Anexo 4. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 24B 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

shC vs shHER3 #1 
ANOVA de una vía seguido de la 

prueba post-hoc de Bonferroni 

0,000004 

shC vs shHER3 #2 4,286x10-7 

shHER3 #1 vs shHER3 #2 0,0005 
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Anexo 5. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 36A 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs EV20/MMAF   
(3,3 mg/kg) 

ANOVA de una vía con corrección 
de Welch seguido de la prueba 

post-hoc de Games-Howell 

0,039 

Control vs EV20/MMAF    
(10 mg/kg) 

0,034 

Control vs EV20 1 

EV20 vs EV20/MMAF      
(3,3 mg/kg) 

0,010 

EV20 vs EV20/MMAF       
(10 mg/kg) 

0,008 

EV20/MMAF (3,3 mg/kg) vs 
EV20/MMAF (10 mg/kg) 

0,482 

*El análisis estadístico presentado en esta tabla se realizó para las últimas medidas realizadas. 

 

Anexo 6. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 41A 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs trastuzumab 

ANOVA de una vía seguido de la 
prueba post-hoc de Bonferroni 

1 

Control vs EV20/MMAF 2,6686x10-7 

Control vs EV20 1 

EV20 vs EV20/MMAF 3,0355x10-7 

EV20 vs trastuzumab 1 

Trastuzumab vs 
EV20/MMAF 

1,2872x10-7 

*El análisis estadístico presentado en esta tabla se realizó para las últimas medidas realizadas. 

 

Anexo 7. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 44A 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs trastuzumab 

ANOVA de una vía seguido de la 
prueba post-hoc de Bonferroni  

1 

Control vs EV20/MMAF 9,8897x10-7 

Control vs EV20 0,008731 

EV20 vs EV20/MMAF 0,007886 

EV20 vs trastuzumab 0,004650 

Trastuzumab vs 
EV20/MMAF 

8,6914x10-7 

*El análisis estadístico presentado en esta tabla se realizó para las últimas medidas realizadas. 

 

Anexo 8. Lista de p-valores exactos para los datos de la figura 48A 

Grupos de comparación Análisis estadístico P-valor 

Control vs T-DM1 
ANOVA de una vía seguido de la 

prueba post-hoc de Bonferroni 

0,112047 

Control vs EV20/MMAF 0,000004 

Control vs EV20 1 
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EV20 vs EV20/MMAF 0,000002 

EV20 vs T-DM1 0,029783 

T-DM1 vs EV20/MMAF 0,000214 

*El análisis estadístico presentado en esta tabla se realizó para las últimas medidas realizadas. 


