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RESUMEN

El receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y los otros miembros de la familia ErbB son receptores con actividad
de cinasa de tirosina que juegan papeles esenciales tanto en condiciones fisiol6gicas normales como en condiciones
cancerosas. Al unirse a sus ligandos, se llevan a cabo cambios conformacionales tanto en los dominios extracelulares como
intracelulares de las cinasas de tirosina, dando como resultado la transfosforilacion de residuos de tirosina en el dominio C-
terminal regulador. Estastirosinas se convierten ensitios de union para moléculas sefalizadoras y pueden inducir una evasion
de la apoptosis, proliferacién, hasta invasion y metastasis, procesos que son muy importantes para el fenotipo del cancer.
Se han encontrado varias mutaciones en el gen EGFR, particularmente en el dominio de cinasa en diferentes tipos de cancer.
El significado biolégico de esas mutaciones y su relacion con otros genes activados en el cancer se discuten en este trabajo.
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The Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and its relationship with cancer

ABSTRACT

Epidermal growth factor receptor (EGFR) and its related proteins (the ErbB family) are receptor tyrosine kinases that play essential
roles in both normal physiological conditions and cancerous conditions. Upon binding its ligands, dyamic conformational
changesoccurinbothextracellularandintracellulardomains ofthe receptor tyrosine kinases, resulting in the transphosphorylation
of tyrosine residues in the C-terminal regulatory domain. These provide docking sites for downstream molecules and lead
tothe evasion of apoptosis, to proliferation, to invasion and to metastases, all of which are important for the cancer phenotype.
Mutations inthe tyrosine kinase domain of the EGFR gene have been found in some cancers. Here, we review the discovery,
and structure of EGFR, the EGFR signal transduction pathway and mutations of the EGFR gene that produce cancer. The
biological significance of such mutations and their relationship with other activated genes in cancers are also discussed.
Key Words: EGFR, ErbB family, cancer, kinases, mutations.
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El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue aislado
originalmente por Stanley Cohen en 1962 a partir de extractos de
glandula submaxilar de raton que aceleraba la erupcion del
incisivoy laapertura del parpado en el animal recién nacido!. Por
tanto, se denomino originalmente “factor diente-parpado”,
posteriormente fue renombrado como EGF porque estimulaba
la proliferacion de células epiteliales'. En 1972, se determiné la
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secuencia de aminoacidos del EGF. Lapresenciadeunamolécula
queuniaespecificamente EGF, el receptor para EGF (EGFR) se
confirmé en 1975 al demostrar que EGF marcado con yodo 125
se unia de manera especifica a la superficie de fibroblastos'.

En 1978, el EGFR fue identificado como una proteina que
mostraba fosforilacion incrementada cuando se unia al EGF en
lalineacelular A431 de carcinomaescamoso que tenia amplificado
el gen EGFR. El descubrimiento (1980) de que la proteina
transformante del virus de sarcoma de Rous, v-src, se fosforilaba
entirosinallevoal descubrimiento de que el EGFR teniaactividad
detirosinacinasaalunirse al EGF'. En 1984, el cDNA del EGFR
humano se aislo y caracterizo. El analisis posterior de la proteina
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llevo a demostrar un alto grado de similitud entre la secuencia
de aminoacidos del EGFR y la proteina v-erbB, un oncogen del
virus de eritroblastosis aviar'.

El analisis de genotecas de cDNAs utilizando una sonda para
EGEFR llevo a la identificacion de una familia de proteinas
relacionadas cercanamente con el EGFR. Esta familia consiste
de 4 proteinas: EGFR (también conocida como ErbB1/HERT1),
ErbB2/HER2/NEU, ErbB3/HER3 y ErbB4/HER4. ErbB2, ErbB3
y ErbB4 muestran homologia extracelular, relacionadas con el
EGFR en44,36y48%, respectivamente; mientras que lahomologia
para el dominio de tirosina cinasa es de 82, 59 y 79%. El grado
dehomologiaen el dominio C-terminal regulador es relativamente
bajo, siendo de 33, 24 y 28%, respectivamente'.

EL EGFR ES PARTE DE UNA FAMILIA FORMADA POR
CUATRO RECEPTORES, ERBB1, ErRBB2, ErRBB3 Y
ErsB4

Losreceptores de la familia ErbB/Her, pertenecen a la subclase
I de la super familia receptores tirosina cinasa (RTKs). La
actividad de estos receptores se centra en la mediacion y
regulacion de las sefiales del medio externo hacia el interior de
las células, su relevancia es evidente ya que participa en
procesos que van desde el desarrollo embrionario hasta el
organo adulto en funcidén, 6 en procesos de proliferacion
celular, diferenciacion, migracion y reorganizacion estructural.
La intrincada y compleja capacidad de interaccion entre los
miembros de la familia ErbB/Her formando dimeros o
heterodimeros, e interaccion con sus ligandos, afectan el tipo
de sefalizacion, y duracion de la misma. Existen evidencias
solidas que demuestran que la formacion de heterodimeros
entre dos diferentes miembros de la familia incrementa la

diversidad de reconocimiento de ligandos, ya que de manera
individual no puede obtenerse**. La formacion de heterodimeros
conlleva a un incremento en la capacidad de reclutar dentro del
dominio citoplasmatico, diversas moléculas asociadas al
reconocimiento de fosfotirosinas por medio de proteinas que
presentan dominios SH2 6 dominios PTB, incrementando con
esto el repertorio de las vias de sefializacion que pueden ser
activadas por un receptor determinado®®. Los miembros de la
familia de receptores ErbB se expresan en diferentes tejidos,
jugando un papel preponderante en la proliferacion celular y
diferenciacion. Los receptores son activados al unirse a su
ligando natural, lo que lleva a la homo 6 heterodimerizacion
seguida de una transfosforilacion de algunas fosfotirosinas en
particular en el dominio catalitico lo que activa una serie de
sefiales en cascada rio abajo mediante el reclutamiento de
proteinas-sustrato especificas en su dominio citosolico®>.

La familia de receptores tirosina cinasa ErbB/HER (RTK),
comprende a cuatro miembros: ErbB-1/Herl, ErbB-2/Her2 (neu),
ErbB-3/Her3 y ErbB4/Her4 (Fig. 1). Todos los miembros de la
familia comparten un dominio extracelular de union a ligando
(ectodominio), un dominio hidréfobo transmembranal y un
dominio citoplasmatico, conteniendo un subdominio con
actividad intrinseca de tirosina cinasa. Aun cuando los cuatro
miembros de la familia comparten en general lamismaestructura,
cadaunode ellos posee en su estructura algunas particularidades
muy especificas que son de suma importancia en la
complementariedad de los dimeros asi como la selectividad en
la activacion especifica de las vias de sefializacion®®.

Dentro de las variantes entre los miembros de la familiade EGFR/
ErbB, Erbl se compone de un dominio extracelular de union a
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Figura 1. Familia de receptores ErbB/HER. Los miembros de la familia ErbB comparten un dominio extracelular de unién a ligando,
un dominio transmembranal y un dominio intracelular que comprende la actividad catalitica de cinasa de tirosina. En la parte
superior se indican los ligandos que pueden unirse a los diferentes receptores a excepcién de HER2 que no une ligando.
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EGF, compuesto de 622 residuos, un segmento transmembranal
de 23 residuos, un dominio intracelular de 522 residuos con
actividad de tirosina cinasa>®°. En el caso de HER2/ErbB2, se
desconoce hasta el momento su ligando, y preferiblemente
forma heterodimeros en lugar de homodimeros; tales
heterodimeros pueden unirse a factores de crecimiento cuya
variedad propicia una amplia gama de tipos de cancer como el
cancer de mama, cérvix, colon, endometrio, esofagico de pulmon
ydepancreas>!%!12 El tercermiembro de la familia ErtbB3/HER3
apesar de presentar una gran homologia en el dominio tirosina
cinasa con los otros miembros de la familia no posee actividad
de proteina cinasa, aun cuando si presenta union a ligando
(NRG 1); por lo tanto, requiere la formacion de heterodimeros
(ErbB2/Erb3) de manera particular, y con los otros miembros de
ErbB. ErbB3 se presenta en casos de cancer de mama, colon,
prostatay estomago®'>!4, ErbB4, que es el cuarto miembro de la
familia, comparte practicamente el 75% de los residuos que
componen el dominio transmembranal con los otros miembros,
un 70% en el dominio intracelular que son alrededor de 276
residuos y un 20% en la region C-terminal dentro del dominio
catalitico. El ligando NRG2, puede favorecer su
heterodimerizacion con ErbB2, sin embargo, sus ligandos
naturales son NRG3 y NRG448%14,

Eldominio extracelular de cadauno de los miembros de la familia
consiste en cuatro subdominios; donde los subdominios I 'y IIT
se forman a través de una hélice 3, de suma importancia como
punto de unién con el ligando, una conformacion llamada asa
de dimerizacion (B-hairpin) dentro del subdominio II%1>16, Al
efectuarse lainteraccion ligando-receptor, el asa de dimerizacion
protruyendo del receptor; media lainteraccion con otro receptor,
dando paso a la formacion del dimero, formando una estructura
conjunta con el ligando; esta es la forma activa. En contraste,
laformainactivase caracteriza por interacciones intermoleculares
entre el dominio Iy IV (Fig. 2). EGF y TGFa seunen enrelacion
1:1 con el receptor, la subregion II es el principal componente
en la union de dos receptores, a manera de un brazo extendido
compuesto por 242-259 residuos. EGF y TGFa interact(ian con
los residuos estructurales del dominio I y con los grupos R de
los aminoacidos de la subregion III, los residuos de Arg 41 en
EGFy Arg42 en TGFa, altamente conservados, interactuan con
Asp355 del receptor y Leud7 en EGF y Leud8 en TGFa se
proyectan formando un sitio hidrofobico en la superficie de la
subregion 1117,

La union de los ligandos altera la disposicion de los dominios
IT y III pero no la orientacion relativa de las subregiones I y I1.
En el receptor que no se encuentran activadas las subregiones
IT y IV se encuentran unidas y el brazo de dimerizacion se
encuentra plegado impidiendo la interaccion con un receptor
adyacente, inclusive, las subregiones de union a ligando I y II1
se encuentran muy distantes para que un solo ligando pueda
interactuar con ambas simultaneamente. Para que la activacion
pueda llevarse a cabo, es decir para que el ligando pueda unirse
a su receptor es necesario la rotacion a 130° de las subregiones
I y IIT de 1a posicion de las subregiones I y II, este re-arreglo

permite la conformacion extendida rompiendo las uniones
intermoleculares de las subregiones II/IV facilitando la
participacion del brazo extendido en la formacion de dimeros a
partir de interacciones intermoleculares en donde se estima que
un 95% de los receptores permanece en su forma inactiva contra
un 5% que presenta una forma inactiva y esto se ve afectado por
la presencia de ligando, dando como resultando en una baja o
unaalta afinidad del receptor por su ligando*!>!*, Probablemente
la forma o estado de baja afinidad se ve reflejada por el arreglo
en que se encuentran las subregiones I y III*%1. El receptor
ErbB-2/Her2 difiere en su dominio extracelular de manera
significativa, puesto que presenta una conformacion cerrada
como si estuviese unido el receptor a un ligando mostrando una
asa de dimerizacion protruyendo del receptor; lo que podria
explicar el desconocimiento de un ligando natural para ErbB2.
Los subdominios extracelulares I y III se encuentran plegados,
impidiendo cualquier interaccion conun ligando. Probablemente
esta condicion favorezca preferentemente la formacion de
heterodimeros de ErbB2 con los otros miembros de la familia
ErbB/Her, en lugar de formar homodimeros!>17:18-22,

HER2 se encuentra constituido por tres dominios: el dominio
extracelular dividido en subregiones que se encuentran
constituidas por 632 aminoacidos, sin embargo laconformacion
de estas regiones no es propicia para formar un sitio de union
al ligando. Esto se puede explicar a partir de las estructuras
cristalinas obtenidas en diferentes medios en los cuales HER2
presenta una variacion en el arreglo de las subregiones Il y IV
que muestran una relacion de interdominio de tal forma, que
asemeja un estado de activacion similar al presentado por otros
miembros cuando se unen a su ligando respectivo.
Probablemente, se debe a que no estan presentes dos regiones
clave en la subregion IV, en donde los residuos de contacto
Gly563, His565 presentes en HER3 son reemplazados por
residuos de Pro y Phe respectivamente en HER2, lo cual puede
explicar la ausencia de region de contacto de las subregiones I1
y IV siendo la interfase I y III favorecida por la existencia de
grupos de residuos hidrofobicos rodeados por contactos

\ J

Figura 2. Dominio extracelular de los miembros de la familia
EGFR. Diferentes subregiones (I-IV) que conforman el dominio
extracelular de los miembros de la familia EGFR, y los
distintos estados en los que pueden encontrarse los receptores
EGFR. (A) Representa el estado basal en ausencia de ligando
(L). (B) Muestra la unién del ligando a su receptor. (C)
formacién de dimeros.
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hidrofilicos haciendo esta conformaciéon mas estable. Todos
estos cambios perfilan el funcionamiento de ErbB/HER2 como
receptor cooperador con otros miembros de la familia de
receptores que si poseen ligados propios por lo que hace a
HER2/ErbB2 un receptor con actividad constitutiva por no
requerir la union directa a un ligando especifico'®?*2, HER2
tiene unaregion transmembranal compuesta por 22 aminoacidos,
un dominio intracelular conformado por 580 aminoacidos con la
estructura bilobulada con actividad tirosina cinasa y asas de
activacion!®??3!, La desregulacion de cualquier miembro de la
familia ErbB se encuentra asociada a procesos transformantes
que pueden llegar a promover el desarrollo de diversos tipos de
cancer'>?"3,

Todos los miembros de la familia EGFR/ErbB tienen el potencial
para estimular la cascada de sefalizacion Raf-MEK-ERK®,
otras moléculas particulares como la fosfolipasa C que se une
afosfotirosinas en ErbB 1 mediando la formacion de diacilglicerol
e inositol 1,4,5-trifosfato, que son segundos mensajeros. La
union especifica de la subunidad reguladora de la
fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) a fosfotirosinas en los
receptores ErbB3 y ErbB4 conllevaalaactivacionde laenzima;
la activacion del fosfatidilinositol 3-fosfato activa a su vez a la
proteina cinasa B o AKT >4, La importancia de esta familia de
receptores subyace en su capacidad de formacion de dimeros
capaces de activar de manera sustancial la via de las MAPK
(proteinas cinasas activadas por mitdgeno, asociadas a
proliferacion y diferenciacion celular) y la via de sobrevivencia
PI3K/AKT (PDK-1 fosfatidilinositol )?*-3%-33,

DomiNio TIROSINA CINASA

Eldominio tirosina cinasa posee una estructura de caracteristica
bilobulada en toda la familia de receptores ErbB/EGFR, donde
los residuos 685-769 comprenden el 16bulo amino terminal de la
cinasa y los residuos 773-953 componen el 16bulo carboxilo
terminal. E116bulo mas pequefio tiene un arreglo de laminas B en
antiparalelo, con regiones ricas en glicina y el asa de union a
ATP comprendida entre los residuos 695-700'33238, La estructura
del16bulo mayor (carboxilo terminal) es predominantemente en
forma de [B-hélice, este lobulo es el responsable de la union del
péptido o proteina sustrato. Al igual que en otras proteinas
cinasas, el sitio catalitico se encuentra en la hendidura formada
por los dos 16bulos; la secuencia compuesta por Leu-Val-Ile
(955-957) del 16bulo carboxilo terminal juega un papel
importante en la dimerizacion de receptor independiente de
union a ligando, esta secuencia interactia con el 16bulo mayor
del dominio cinasa®**. Se han detectado doce subdominios con
residuos de aminoacidos conservados que constituyen el
“centro” o sitio catalitico de las proteinas cinasas, de ellos, el
motivo compuesto por los aminoacidos K/D/D participa de
manera importante en las propiedades cataliticas del receptor de
EGF33334, La Lys-721 del receptor para EGF representa un
residuo invariable en la familia de receptores ErbB/EGFR, que
tiende a formar iones pares con los fosfatos B y y del ATP,
conjuntamente la Asp-813 es la base catalitica que orienta el
grupo tirosil del sustrato proteina en un estado catalitico que
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posiblemente extraiga un proton de la tirosina facilitando asi el
ataque nucleofilico del atomo del fosforo-y del complejo Mg-
ATP. El residuo Asp-831 es el primer residuo del asa de
activacion correspondiendo al I6bulo grande, la Asp-831 seune
al Mg?" que coordina los grupos fosfatos 3 y y del ATP. Para
la familia de tirosina cinasas ErbB, el sitio de transferencia de
grupo fosfato en el asa catalitica se compone de los residuos
HRDLAARN paraHER1 (His-811- Asn 818), paraHER2 (822-
829)yen HER4 (816-823), en contraste para HER3/ErbB3, que
tiene una secuencia HRNLAARN (813 -820) donde la base
catalitica Aspartato se convierte en Aspargina (N815) dando
como resultado la nulidad catalitica de la cinasa'>!>**3, Bajo
condiciones fisioldgicas el ligando se une a su receptor formando
homodimeros o heterodimeros con el o los receptores que a su
vez permiten la activacion del dominio citoplasmatico y su
correspondiente subregion con actividad tirosina cinasa?*?>3,
La dimerizacion resulta en una autofosforilacion o una
transfosforilacion de los residuos de tirosina en el segmento C-
terminal, que sirve como sitios de uniéon a moléculas de
sefializacion que contengan dominios SH2 y PTB?+°.

La activacion de los dominios de unién a ligando en la familia
ErbB, activa cambios conformacionales en el dominio
citoplasmatico®*?*. La transferencia del y-fosfato del ATP a los
residuos de tirosina blanco incluyen la participacion de varias
asas que comprenden el dominio catalitico de tirosina cinasa y
su correcta conformacion, por ejemplo, para HER2 los residuos
844-850 comprometen el asa de activacion C-loop, que es crucial
parala transferencia de grupo fosforil. La BC-hélice formada por
los residuos 761-775 y el asa de union a nucleétido 6 N-loop,
residuos 727-732, son responsables de la coordinacion ATP y
el sustrato de tirosina blanco %!, El asa de activacion 6 A-loop
comprende los residuos 863-884, que regula la activacion de la
cinasa, la cual cambia su conformacion de manera extendida
sobreponiéndose a la C-loop y permitiendo el acceso del
sustrato blanco en el asa catalitica C-loop'>?**. En muchas
proteinas cinasas el asa de activacion se encuentra en forma
compacta por la existencia de puentes de hidrégeno formados
entre el grupo hidroxilo de una tirosina no fosforilada con un
residuo de aspartato del sitio catalitico impidiendo la union de
sustratos al sitio catalitico de la proteina, solo hasta que la
tirosina es fosforilada puede ser activada, caso contrario en los
receptores de EGF!24,

TiPOS DE MUTACIONES EN EL GEN EGFR

Las mutaciones en el gen EGFR se presentan principalmente en
los primeros cuatro exones del gen (Fig. 3) que codifica para el
dominio de tirosina cinasa*'. Aproximadamente 90% de las
mutaciones de EGFR son deleciones pequefias que involucran
cinco aminoacidos de los codones 746-750 (ELREA) 6 son
mutaciones sin sentido que dan como resultado una substitucion
deleucinaporargininaen el codon 858 (L858R). No hay masde
20 variantes de un tipo de delecion, incluyendo deleciones
mayores, deleciones mas mutaciones puntuales y deleciones
mas inserciones. Aproximadamente 3% de las mutaciones
ocurren en el codon 719, dando como resultado la substitucion
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de glicina por cisteina, alanina o serina (G719X). Ademas,
aproximadamente 3% son mutaciones por insercion en el exon
20. Estos cuatro tipos de mutacion raramente ocurren al mismo
tiempo. Existen otras mutaciones puntuales raras, algunas de
las cuales se presentan con la mutacion L858R*!.

Una delecion en el exon 19 en combinacion con la mutacion
L858R dan como resultado una fosforilacién incrementada y
sostenida del EGFR y otras proteinas de la familia ERBB sin la
estimulacion por ligando. Se hademostrado que el EGFR mutante
activade maneraselectivaalas vias desefializacion Akty STAT
que promueven sobrevivencia celular, pero no tiene efecto en
la via de cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) que induce
proliferacion celular?. Los mutantes de EGFR en el dominio de
cinasa son oncogénicos® y pueden transformar tanto
fibroblastos como células epiteliales de pulmon en ausencia de
EGFR exo6geno, causando crecimiento independiente de anclaje,
formacion de focos y formacion de tumores en ratones
inmunocomprometidos®. La transformacion esta asociada con
la autofosforilacion constitutiva de EGFR, fosforilacion de Shc
y activacion de la via STAT*. Mientras que la transformacion
por lamayoria de las mutantes de EGFR confieren a las células
sensibilidad aerlotiniby gefitinib, la transformacion que induce
la insercion (D770insNPG) en el exon 20 confiere a las células
resistencia a esos inhibidores pero, por otro lado, son mas
sensibles al inhibidor irreversible CL-387,785%. Mulloy et al.
demostraron que la Del747-753 en el dominio de cinasa confiere
una mayor tasa de autofosforilacion y una sensibilidad mayor

al erlotinib que la cinasa con la mutacion L858R. Estos datos
reflejan las diferencias en la tasa de respuesta clinica entre la
delecion en el ex6n 19 y la mutacion L85S8R*.

La actividad oncogénica de las mutantes de EGFR también se
ha demostrado in vivo. Dos grupos de investigacion han
desarrollado ratones transgénicos que expresan la delecion del
exon 19 o lamutacion L858R en neumocitos tipo I1 bajo control
de doxiciclina**“®, La expresion de cualquiera de estas mutantes
de EGFR llevo al desarrollo de adenocarcinomas, por el contrario,
al retirar la doxiciclina parareducir la expresion del transgene, o
el tratamiento con erlotinib dio como resultado una regresion
tumoral. Estos experimentos muestran que la sefializacion
sostenida del EGFR se requiere para mantener el tumor en
adenocarcinomas de pulméon humanos que expresan los mutantes
del EGFR.

MUTACIONES DEL  DOMINIO
FRECUENTES EN TUMORES

Se han reportado tres tipos diferentes de deleciones en el
dominio extracelular del gen EGFR (Figura 3); clasificadas de
acuerdo al grado de delecion, y denominadas EGFRv1, EGFRvII
y EGFRVIII*". Enlamutacion EGFRvI, el dominio extracelular se
elimina completamente y se parece a la oncoproteina viral v-
erbB. En la mutacion EGFRVII, se cortan 83 aminoacidos del
dominio I'V del dominio extracelular; sin embargo, estamutacion
no parece contribuir al fenotipo maligno. La mas comun de las
tres mutaciones es la EGFRVIII. Estamutacion amenudo involucra
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Figura 3. Mutaciones presentes en EGFR. Distribucién de algunas de las mutaciones que se presentan en el gen EGFR y que afectan
tanto al dominio de cinasa (18-24) como al domino extracelular (2-16).
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laamplificacion del gen, dando como resultado sobre-expresion
de EGFR que carece de losaminoacidos 30-297, que corresponden
a los dominios I y II del dominio extracelular. En este caso, la
cinasa de tirosina del EGFR se encuentra constitutivamente
activada sin requerirunion del ligando. Se hareportado que este
tipo de mutacion se presenta en 30-50% de gliolastomas®’, en
cancer de pulmon se encuentra en 5% de carcinomas de células
escamosas pero no en adenocarcinomas®. También se ha
observado que laexpresion tejido-especificade EGFRvIII lleva
al desarrollo de cancer de pulmon*®. Ademas, hay evidencias
que sugieren que los tumores de pulmoéon con EGFRVIII son
sensibles al inhibidor de cinasa de tirosina irreversible de EGFR,
HK1272, a pesar de que esos tumores son relativamente
resistentes a los inhibidores reversibles, gefitinib y erlotinib*,

Recientemente, se han identificado nuevas mutaciones sin
sentido en el dominio extracelular del gen para EGFR en 13.6%
deglioblastomasy en 12.5% de lineas celulares de glioblastoma®.
Parece haber varios puntos criticos: se encontraron cinco
mutaciones R108K en el dominio I, tres mutaciones T263P y
cinco mutaciones A289V/D/T en el dominio I, y dos mutaciones
G598V eneldominio IV. Estas mutaciones de EGFR ocurren de
manera independiente a EGFRvIII y representan un mecanismo
alternativo para la activacion de EGFR en tumores®. Ademas,
estas mutaciones estan asociadas con sobre-expresion del gen
EGFR y le confieren a las células NIH-3T3 crecimiento
independiente de anclaje y tumorigenicidad. Las células
transformadas por la expresion de esas versiones mutantes de
EGFR son sensibles a inhibidores de la cinasa de EGFR*.

IMPORTANCIA DE EGFR EN EL DESARROLLO DEL
CANCER

Lacomplejidad delaviadesefalizacion de EGFR y suimportancia
en crecimiento celular y la sobrevivencia pone de relieve el rol
que tienen las alteraciones de EGFR en el desarrollo y
mantenimiento de algunas condiciones patologicas como el
cancer. El descubrimiento de las perturbaciones en las vias de
sefalizacion de EGFR que pueden contribuir ala transformacion
maligna fue reconocida a inicios de la década de los 80’s en
estudios que demostraron que EGFR es el homologo celular del
oncogen del virus de eritoblastosis aviar-B v-erbB, que codifica
una proteina truncada, estrechamente relacionada con el receptor
para EGF, reteniendo el dominio transmembranal y el dominio
involucrado en la estimulacion de la proliferacion celular®,

Las anormalidades en las funciones de EGFR estan asociadas
con todas las caracteristicas clave del desarrollo y crecimiento
del cancer incluyendo la proliferacion celular autonoma, la
invasion, la angiogénesis y el potencial metastasico’*%,
Aberraciones en la sefializacion de EGFR pueden iniciarse por
varios eventos como una produccion alterada de ligandos,
mutaciones y deleciones en los receptores, o por activacion
persistente. Niveles altos en la expresion de EGFR son
caracteristicas comunes de un fenotipo maligno en algunos
tumores s6lidos en humanos®*3, De hecho EGFR es ampliamente
expresado por muchos tipos celulares incluyendo linajes
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epiteliales y mesenquimales, con niveles usualmente entre
40,000 a 100,000 receptores por célula®. En muchos casos los
niveles de receptores en células malignas se encuentra muy
elevado, por ejemplo, se han reportado alrededor de 2 millones
de receptores por célula en carcinoma de mama3’,

Laexpresion de EGFR puede dar como resultado el incremento
de algunos mecanismos como la produccion de los ligandos de
EGFR, el incremento en la transcripcion del gen EGFR, la
amplificacion del gen EGFR y mutaciones que resultan en la
activacion constitutiva de la actividad de tirosina cinasa®’.
EGFR esta frecuentemente expresado en tumores escamosos de
cabeza y cuello, cancer colorrectal, seno, prostata, vejiga y
ovario® En el caso de cancer de cabeza y cuello, la expresion
de EGFR se observa en al menos el 80% de los tumores, y se
correlaciona con una reduccion en las tasas de supervivencia
de los pacientes®!.

Varios estudios han demostrado que la expresion de EGFR se
correlaciona con poca sobrevivencia libre de enfermedad y, en
general, mal prondstico, hay mayor riesgo de recurrencia de la
enfermedad, en un estadio tumoral avanzado existe un mayor
riesgo de metastasis®.

La gran expresion de los ligandos del EGFR en combinacion
con una mayor expresion del receptor mismo puede facilitar el
desarrollo de una via de crecimiento autocrino o paracrino que
contribuyen en el desarrollo de la carcinogénesis. De hecho, la
co-expresion de EGFR y TGF se correlaciona tanto conunmal
prondstico como con el desarrollo de varios tipos de canceres
humanos®.

Sin embargo, EGFR también puede inducir de manera
independiente a la presencia de los ligandos y este evento,
conocido como la transactivacion del receptor, tiene
importantes implicaciones para el desarrollo del cancer. EGFR,
dehecho, se produce como precursoratravés de las membranas
y es a menudo cortado por proteasas de la superficie celular,
que generan ligandos solubles®. Esta division, conocida como
desprendimiento del ectodominio, se produce por laintervencion
de algunas proteasas como las metaloproteinasas de matriz
(MMP) y disintegrinas/ metaloproteasas (ADAM) y parece ser
particularmente relevante en la formacién y progresion del
cancer, ya que probablemente podria sufrir una estimulacion
constitutiva del receptor y sus vias intermedias, al igual que la
sefializacion MAPK®.

Algunas de estas proteasas son activadas por otros receptores
de superficie celular llamadas receptores acoplados a proteinas
G (GPCRs), cuya activacion por los agonistas especificos
permite la transactivacion de EGFR en células transformadas®.

En los tumores primarios de mama, la actividad de EGFR se
correlaciona con niveles elevados de proteasas ADAM® y en
el cancer de prostata con expresion alterada de GPCRs y sus
ligandos que inducen el desarrollo del cancer®®. Algunos
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agonistas de GPCR son capaces de transactivar no solo EGFR,
sino también otros receptores ErbB tanto en células normales
y cancerosas. En el cancer de prostata, amenudo se hamostrado
una activacion de EGFR cronica y la expresion desregulada de
GPCRs y sus ligandos se ha relacionado con el desarrollo de
tumores®.

La transactivacion ErbB implica también otras moléculas
fisiologicas, como el estradiol (E2). De hecholaliberacion de E2
es estimulada por la activacion de MMP2 y MMP9 y parece
correlacionarse con la liberacion de HB-EGF; algunos
antiestrogenos como el tamoxifeno, son capaces de transactivar
tanto EGFR y ErbB2, y un efecto acompafiado de una reduccion
de la actividad antiproliferativa del farmaco en células que
sobre-expresan ErbB2-en cancer de mama’'.

La amplificacion del gen que conduce a la sobre-expresion de
EGFR es una caracteristica frecuente en muchos canceres
humanos’, a menudo acompafados de otras reorganizaciones
estructurales que causan deleciones en el dominio extracelular
del receptor, lamas frecuente es la variante de tipo Il del EGFR
humano (EGFRVIII)”. A este receptor mutado le faltan los
exones 1-7, que codifican parauna parte del brazo de dimerizacion
y se caracteriza porque conduce a la activacion constitutiva de
sudominio TK y es una frecuente alteracion genética de EGFR
en algunos tipos de cancer, como glioblastomas malignos™.
Estos tumores a menudo presentan multiples reordenamientos
en el gen EGFR, que no son borrados, tales como mutaciones
puntuales y las mutaciones de insercion’.

La expresion de EGFR se correlaciona con un mal prondstico y
una peor evolucion clinica de un gran nimero de enfermedades
malignas, incluyendo CPNM (cancer de pulmén no microcitico),
cancer de vejiga, cancer de mama y de cabeza y cuello”™. La
expresion de EGFR ha sido a menudo evaluada como un factor
pronostico independiente. La revision de 200 estudios que
incluyeronmas de 20,000 pacientes, con el objetivo de determinar
el valor prondstico de la expresion de EGFR revel6 el aumento
delareduccion delas tasas de supervivencia de recurrencia libre
o global, y un fuerte valor prondstico de cancer de colon, en
ovario, vejiga, cancer cervical y del es6fago, asi como moderada
en cancer de colon, en mama, cancer gastrico y los tumores de
endometrio, y débiles solo son para el NSCLC (células de
carcinoma de pulmon)’. Ademas, el aumento del contenido de
los receptores a menudo se asocia con un aumento de la
produccion de ligandos especificos de activacion, como el TGF,
por las mismas células tumorales, lo que llevaalaactivacion de
los receptores a través de una via de estimulacion autocrina®",
Recientemente se ha destacado la importancia de mutaciones y
deleciones del dominio cinasa EGFR, en los tumores derivados
de pacientes con CPNM. La secuenciacion del gen de EGFR
revelo una fuerte correlacion entre la presencia de mutaciones
somaticas en el dominio cinasa del gen y la respuesta a la
pequeiia molécula EGFR-TKIs (inhibidores de tirosina cinasa
de EGFR), mientras que las mutaciones del dominio extracelular,
se encuentran cominmente en los tumores cerebrales malignos.

La activacion de las mutaciones mas frecuentes identificadas
son las deleciones de los aminoacidos 746-750 enel ex6n 19, la
substitucion de leucina por arginina en el codon 858 (L858R) y
leucina por glutamato en el codon 861 (L861Q) enelexén 21,y
lasustitucion de glicina por cisteinaenel codon 719 (G719C) en
elexon 197778, Por el contrario, algunas mutaciones son capaces
de inducir resistencia a TKIs (inhibidores de tirosina cinasa)
como la treonina a metionina, que son mutaciones puntuales
(T790M o T766M) en el exén 207. El papel exacto de las
mutaciones de EGFR enlacarcinogénesis es un tema interesante
de investigacion. La mayor parte de estas mutaciones tienen un
origen somatico ya que el muestreo de tejido pulmonar normal
utilizando microdiseccionrevela supresenciasolo en las células
cancerosas y no en el tejido normal, incluso el epitelio normal
en los tejidos normales adyacentes o el tumor puede llevar auna
gran cantidad de mutaciones de EGFR, laidentificacion de estas
alteraciones moleculares podria considerarse como un evento
temprano de la carcinogénesis, al menos en el pulmén®. La
correlacion entre el desarrollo de algunas mutaciones y la
activacion de EGFR se ha demostrado por la transfeccion del
gen EGFR en cultivos mutantes de células de NSCLC, con la
consiguiente mayor autofosforilacion del receptor y aumento
de vias de sefializacion de activacion’’. De hecho, en las células
tumorales con EGFR mutante activan las vias de supervivencia
PDK/Akt y STAT preferentemente, y el tratamiento de estas
células con un TKI induce la apoptosis.

Unade las funciones mas interesantes de EGFR en la progresion
tumoral es su participacion en la angiogénesis a través de la
regulacion positiva del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y metaloproteinasas (MMP).

En las células de cancer humano, la via del EGFR autocrina
controla parcialmente la produccion de varios factores de
crecimiento pro-angiogénicos, incluyendo VEGF®! y el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF). Una vez activado
EGFR induce una sobre regulacion de VEGF in vitro en células
de diferentes canceres, incluyendo CRC, el cancer de prostata,
el glioma humano y CECC®. Por el contrario, el uso de los
inhibidores de EGFR, como los anticuerpos monoclonales
(MAD), dan lugar a una baja regulacién simultanea de tumor
inducido, y la angiogénesis mediada por VEGF. Por otra parte,
la transfeccion de VEGF en las células cancerosas, de manera
significativaloshace resistentes alos anticuerpos monoclonales
anti-EGFR cuando se inyectan en ratones desnudos, lo que
demuestra el vinculo funcional entre las dos vias y el papel
causal delasobre-expresion del VEGF enlaresistenciaadquirida
a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR®,

En el cancer humano, el equilibrio entre la muerte celular y la
supervivencia a menudo se altera y las células cancerosas son
capaces de sobrevivir en condiciones que normalmente inducen
la muerte celular por apoptosis. EGFR desempefia un papel
relevante en la prevencion de la apoptosis, uno de los
mecanismos del desarrollo del cancer. De hecho, el EGFR es
eficaz en el bloqueo de la apoptosis inducida por receptores de
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muerte® como la familia del receptor de factor de necrosis
tumoral (TNF), que incluyen sureceptor (TNFR), FAS, receptor
de muerte 4 (DR4) y 5 (DR5). Los ligandos naturales de estos
receptores son TNF, FAS ligando (FasL) y relacionada con el
TNF, el ligando inductor de apoptosis (TRAIL). EGFR activado
también puede afectar laapoptosis mediante la viaderegulacion,
através de RAS/ERK®, la expresion de las proteinas inhibidoras
de la apoptosis (IAP), tales como c-FLIP capaces de inhibir
especificamente la funcion de la caspasa-8, mediante lareduccion
de la inactivacion del receptor de la apoptosis inducida®. La
estimulacion de EGFR también es capaz de afectar la expresion
del receptor de muerte y ligando FASL y el camino a través de
la inhibicion del factor de transcripcion Forkhead o receptores
de muerte DR-5y DR4 através de lainhibicion de p53%”. Esto se
traduce enreduccion de lainactivacion del receptor mediada por
la apoptosis®® Uno de los grupos mas caracterizados de las
proteinas que regulan la apoptosis es la familia Bel-2, que
incluye a dos grupos distintos de las proteinas, pro-apoptoticos
y los miembros anti-apoptoéticos, respectivamente. La
sefalizacion del EGFR através de la estimulacion de NFkB por
laviadesefializacion PI3K/Akt, puede alterar el equilibrio entre
los dos grupos, hasta la regulacion de las moléculas anti-
apoptoticas de la familia Bel-2, tales como Bel-2, Bel-xL o Mcl-
1%. Ademas, la activacion de la transcripcion NFKB parece ser
mayor en algunas células cancerosas®.

Elpunto critico del cruce entre las vias de sefializacion del EGFR
y la red de apoptosis se estratifica en multiples niveles y
finalmente regula e influye en el potencial apoptotico de la
célula, lo que representa uno de los determinantes mas
importantes de la supervivencia de las células cancerosas.
Ademas de las perturbaciones en la expresion de EGFR,
mutaciones y laproduccion del ligando, las vias de sefializacion
intracelular posteriores estan bajo el control de los receptores
y son frecuentemente alteradas en las células tumorales. El
aumento de la actividad del EGFR y la supervivencia celular
mediada por Akt se han descrito en aproximadamente el 25% de
los tumores solidos como el de mama y mutaciones de PTEN en
glioblastomas®!. Finalmente, la activacion de EGFR se
correlaciona con la desregulacion de la activacion constitutiva
de las proteinas STAT, que posee propiedades oncogénicas
como la capacidad de prevencion de la apoptosis en varios tipos
de cancer humano®* Estas alteraciones del EGFR relacionadas
con las vias de sefializacion a menudo se presentan
simultineamente en la célula cancerosa, asegurando la
supervivencia sostenida, metastasis y resistencia a cualquiera
de las terapias convencionales o especificas.

CONCLUSIONES

E1 EGFR se descubri6 hace mas de 40 afios, y hasta la fecha hay
gran cantidad de estudios sobre el mecanismo de activacion y
regulacion, incluyendo analisis bioquimicos y cristalograficos
sobre la estructura del EGFR en diferentes estados de activacion
y conformaciones. Ademas, se ha demostrado que la mutacion
y sobre-expresion de EGFR estan asociados con el desarrollo de
gran variedad de tumores humanos. Se ha encontrado que EGFR
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se expresa en tumores de pulmoén, cabeza y cuello, colon,
pancreas, mama, ovario, vejiga, rifién, y en gliomas. Aun se
llevan a cabo gran cantidad de estudios para dilucidar su
mecanismo de activacion. El avance en nuestro entendimiento
delaestructuray biologiadel EGFR son de vital importancia para
el desarrollo de mejores terapias y de estrategias que permitan
combinar los inhibidores dirigidos de manera especificaal EGFR
y los tratamientos convencionales como quimioterapia y
radioterapia. Retos futuros incluyen el dilucidar la complejidad
de los agentes anti-EGFR individuales, las posibles
combinaciones entre ellos y con los agentes que tienen como
blanco a otros miembros de la familia erbB, asi como las vias de
sefializacion y las moléculas efectoras que permitan interferir de
manera eficiente estas vias y poder desarrollar de esamanera un
tratamiento eficiente contra el cancer.
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