Evaluacion inmunohistoquimica del receptor del factor de crecimiento epidérmico
en la enfermedad renal poliquistica autosomica dominante: Estudio de dos casos.
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Introduccion: La ausencia de tratamientos eficaces para la en-
fermedad renal poliquistica autosémica dominante (ERPAD)
conduce a los investigadores a la busqueda de otras alternativas.
La evidencia de varios estudios en modelos murinos y humanos
de la ERPAD, ha demostrado el importante papel del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR: siglas en inglés) y
de la actividad incrementada de la tirosina quinasa del receptor
en el desarrollo de la hiperplasia en el epitelio quistico, con la
formacion y crecimiento de quistes renales resultantes. El obje-
tivo de este estudio fue evaluar la distribucion tisular del EGFR
en la ERPAD.

Material y métodos: Se estudiaron biopsias renales de cuatro
pacientes con diagnéstico de ERPAD y dos de rifién normal,
fijadas en formol e incluidas en parafina. El EGFR se detectd
por inmunohistoquimica, utilizando el anticuerpo monoclonal
(AcM) ior egf/r3 murino.

Resultados: No se observo reactividad con este AcM en las
muestras de tejido normal; sin embargo, en las muestras de
ERPAD, el EGFR estaba incrementado y localizado en la
superficie apical de las células quisticas.

Conclusiones: Estos resultados ratifican el papel significativo
del EGFR enel desarrollo de laERPAD. Ademas, posibilitaron
el disefio de un ensayo clinico fase | con el AcM nimotuzumab
(version humanizada del ior egf/r3) en pacientes con esta
patologia.

Palabras clave: receptor del factor de crecimiento epidérmico;
anticuerpo monoclonal; enfermedades renales quisticas; inmu-
nohistoquimica.
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Introduction: The lack of effective treatment to autosomal
dominant polycystic kidney disease (ADPKD) has led re-
searchers to search others alternatives. The evidence from
several studies on murine and human models of ADPKD,
has demonstrated the significant roll of the epidermal growth
factor receptor (EGFR) and the increased receptor tyrosine
kinase activity in promoting hyperplasia in cystic epithelia,
with formation and growth of resultant renal cysts. The aim of
this study was to evaluate the tissue distribution of the EGFR
in ADPKD.

Material and methods: Renal biopsies of four patients with
ADPKD and two of normal kidney in formalin-fixed, paraffin
embedded samples were studied by immunohistochemistry
using murine monoclonal antibody (mADb) ior egf/r3 to detect
the EGFR. In normal kidney no reactivity of this mAb was
observed. In contrast, in specimens of ADPKD, the EGFR
was increased and located on apical cystic cells surface.

Results: No reactivity was observed with this mAb in the
samples of normal tissue; however, in the samples of ADPKD,
EGFR was increased and localized in the apical surface of the
cystic cells.

Conclusions: These results support a meaningful role for the
EGFR in the development of ADPKD. Furthermore, they
made it possible to design a phase I clinical trial with mAb
nimotuzumab (humanized version of ior egf/r3) in patients
with this pathology.

Key words: receptor, epidermal growth factor; monoclonal
antibody; kidney diseases, cystic; immunohistochemistry.
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La enfermedad renal poliquistica autosomica dominante (ERPAD)
constituye la mas frecuente de las enfermedades renales hereditarias,
con una incidencia de 1/500 a 1/1000 por cada nacido vivo, afectando
de 4 a 6 millones de personas en todo el mundo.®? Se ha encontrado
en todos los continentes y en todos los grupos raciales y étnicos. Esta
definida como una enfermedad incurable, que evoluciona lenta y
progresivamente, con aumento del tamafio y nimero de los quistes
renales, quedestruyen el parénquimarenal hastaalcanzarlainsuficiencia
renal avanzada entre los 30 y 50 afios de edad. Este deterioro funcional
puede ser favorecido por complicaciones frecuentes de la enfermedad,
como son, hipertension arterial, infecciones urinarias y litiasis renal.®

La evidencia de varios estudios realizados en modelos murinos
y humanos de la ERPAD confiere un papel significativo al receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR: siglas en inglés) y
a la actividad aumentada de la tirosina quinasa del receptor en la
promocion de la hiperplasiaen los epitelios quisticos, con la formacion
y agrandamiento de quistes renales resultantes.*>® Experimentos en
animales, especialmente en ratones, demostraron que la inhibicién
de las tirosinas quinasas de la familia de los receptores del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF: siglas en inglés) es capaz de dismi-
nuir el crecimiento de los quistes y con ello el volumen renal total,
con un enlentecimiento de la progresion de la enfermedad.*®

La ausencia de tratamientos eficaces para la ERPAD conduce
a los investigadores a la busqueda de nuevos blancos terapéuticos,
como es el caso del EGFR.® En estudios preclinicos, el bloqueo de
este receptor, usando inhibidores de la actividad tirosina quinasa,
atentia de manera significativa el desarrollo de la enfermedad.*? El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la distribucion tisular del
EGFR en la ERPAD, el cual podria ser un posible blanco molecular
terapéutico de esta enfermedad.

Muestras de tejido.

Se seleccionaron 4 muestras de rifion (corteza), fijadas en formol e
incluidas en parafina, con diagnostico de ERPAD, procedentes del
Departamento de Anatomia Patoldgica del Instituto de Nefrologia
(La Habana, Cuba). Adicionalmente, se emplearon 2 muestras de
corteza renal normal. Estas Ultimas se obtuvieron del Departamento
de Medicina Legal del Hospital Clinico-Quirdrgico “Amalia Simoni”
(Camagiiey, Cuba) durante la necropsia de fallecidos en accidentes
violentos o por muerte clinica. En todos los casos las muestras de
tejido se tomaron después de recibir la aprobacion de los comités de
ética de las instituciones de salud mencionadas anteriormente.

Anticuerpos Monoclonales anti-EGFR.

Se empled el anticuerpo monoclonal (AcM) ior egf/r3 (5 mg/mL)
desarrollado en el Centro de Inmunologia Molecular (La Habana,
Cuba). Este AcM se obtuvo mediante la inmunizacion de ratones
Balb/c con una fraccion purificada del EGFR procedente de placenta
humana. El ior egf/r3 es una 1gG2a murina que reconoce con alta
afinidad (Kd=10-9 M) un epitope localizado en el domino extracelular
del EGFR humano y es capaz de inhibir la unién del EGF con su
receptor.®? El producto ensayado, ior egf/r3®, se corresponde a la
formulacién comercializada por la firma CIMAB S.A., Cuba.

Inmunohistoquimica.

La deteccion inmunohistoquimica del EGFR se realizé de acuerdo con
el procedimiento inmunoenzimatico indirecto, descrito previamente
por Viloria-Petit y Rengifo-Calzado.“? Brevemente, se realizaron
cortes de 5 um de espesor de cada muestra de rifion normal y ERPAD
y se colocaron en las laminas portaobjetos a razén de dos cortes por
lamina. Se incubaron durante 30 minutos a 70°C, se desparafinaron en
xileno y rehidrataron con etanol de diferentes grados sucesivamente.
Para inhibir la peroxidasa enddgena se empled una solucion de
Metanol-Peroxido de Hidrogeno al 0,03%. Después de la reanimacion
antigénica inducida por calor, tanto las muestras de rifidn normal
como de ERPAD se incubaron con el AcM ior egf/r3 a una dilucion
de 1:20 durante 1 hora. Las laminas se lavaron con TBS 1X (Tamp6n
de Tris salino) por 5 minutos, posteriormente se incubaron con un
anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén biotinilado dilucion 1:100
(Dako, E0354) y el complejo avidina-biotina/peroxidasa 1:100 (Dako
E0355). La actividad enzi-maética se revel6 con 3,3-diaminobencidina
(DAB) (Dako, K3465) durante 10 minutos hasta observar un color
pardo-café en la zona del tejido que presenta el antigeno (EGFR) y se
contrast6é con Hematoxilina de Mayer (Dako, S2020).

Como control positivo se emplearon cortes de un adenocarcinoma
de colon de positividad conocida para el EGFR. Como control
negativo, se usé la sustitucion del AcM ior egf/r3 por el tampdn de
lavado (TBS 1X). Adicionalmente, se tomé como control negativo
interno de cada tejido la ausencia de tincion o la reactividad tisular
débil del AcM ior egf/r3 en las células epiteliales de la capsula de
Bowman (corpusculo renal).®

Evaluacion de la tincion.

La presencia de coloracién pardo-café (DAB) localizada en la
membrana plasmatica y/o en el citoplasma de las células epiteliales
se considerd como positivo. Los cortes de tejidos empleados como
controles negativos se aceptaron si sélo mostraban la tincion azul,
caracteristica del contraste con Hematoxilina de Mayer. La intensidad
de la reaccion se estimd cualitativamente y se expresdé como: 0
(negativo), 1 (tinciéndébil), 2 (tincion moderada) y 3 (tincion intensa).
Adicionalmente, se seleccionaron areas representativas de cada
corte empleando 100x de magnificacion y en ellas se estimo el por
ciento de células marcadas. El por ciento de células marcadas se
multiplicé por la intensidad de la reaccién y se obtuvo una escala
inmunohistoquimica de 0-300. Esta escala se agrupd de la siguiente
forma: 0 (0), 1 (1-100), 2 (101-200) y 3 (201-300).

Todas las observaciones se realizaron en un microscopio de
campo claro (Olympus, BX51) con los aumentos de 100, 200 y 400x
(ocular 10x con lentes objetivos de 10, 20 y 40x, respectivamente).
Las laminas histoldgicas fueron analizadas por dos observadores
expertos (RB y MC).

Muestras de tejido normal.

No se evidencié la presencia del EGFR en el corpusculo renal ni
en los tubos contorneados proximales y distales en las muestras de
rifion normal evaluadas (0/2) (tabla 1, figura 1A'y B).

Muestras de ERPAD.

De las cuatro biopsias de rifion con diagnéstico de ERPAD evaluadas
en este estudio, dos resultaron no Utiles por presentar abundante
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Cuabro 1. Inmunorreactividad del AcM ior egf/r3 en la ERPAD.

Diagnostico Intensidad* % Células Score**
Histopatolagico positivas

Rifién normal 1 0 0 0
Rifion normal 2 0 0 0
ERPAD 1 3 100 3
ERPAD 2 3 100 3

Leyenda: ERPAD, Enfermedad Renal Poliquistica Autonomica
Dominante.* La intensidad de la reaccion se estimo cualitativamente
y se expresé como: O (negativo), 1 (tincion débil), 2 (tincion
moderada) y 3 (tincién intensa). ** Score: El por ciento de células
marcadas se multiplicoé por la intensidad de la reaccion y se obtuvo
una escala inmunohistoquimica de 0-300. Esta escala se agrupé
como “Score”: 0 (0), 1 (1-100), 2 (101-200) y 3 (201-300).

Ficura 1. Microfotografias de corteza renal normal. A: Coloracién con
Hematoxilina y Eosina. B: Inmunotincion con el AcM ior egf/r3. Note:
Ausencia de reconocimiento de este AcM en el corpusculo renal
(CR) y en los tubos contorneados (TC). Contraste con Hematoxilina
de Mayer. Barra blanca = 100 um.

tejido adiposo y elementos vasculares, lo cual interferia en la deter-
minacion del EGFR. Los casos que resultaron Utiles para el estudio
inmunohistoquimico fueron reconocidos intensamente por el AcM
ior egf/r3 (2/2) (tabla 1).

La inmunotincion se observo como un precipitado finamente gra-
nular y se localiz6 principalmente en la membrana plasmatica de las
células que cubren las estructuras quisticas y con menor intensidad en
el citoplasma de las mismas (figuras 2 y 3). La reactividad del AcM
ior egf/r3 fue mas intensa en la superficie apical de las células que
recubren los quistes renales (figuras 2B y 3B).

No se evidenci6 reconocimiento de este AcM en el epitelio de
la capsula de Bowman (corptsculo renal) (figura 2C). Tampoco se
observd reactividad del AcM ior egf/r3 en los cortes de tejido incu-
bados con el tamp6n de lavado (TBS 1X) (figuras 2D y 3D).

Aungue la ERPAD afecta fundamentalmente a los rifiones con un
deterioro de la funcion renal, muchos autores la califican como un

Ficura 2. Microfotografias de ERPAD. A: Coloracion con Hematoxilina y
Eosina. Note: Presencia de estructura quistica. CQ: Contenido del quiste.
Flechas negras: Pared del quiste. B-D: Inmunotincién con el AcM ior egf/
r3. B: Observe reactividad intensa del AcM ior egf/ir3 en la membrana
plasmatica y en el citoplasma de las células de las paredes de los quistes
renales. Se evidencié una tincién mas intensa en el borde apical de dichas
células (Flechas rojas). C y D: Ausencia de reconocimiento de este AcM
en el corpusculo renal (CR) y en el control negativo, respectivamente.
Contraste con Hematoxilina de Mayer. Barra blanca = 100 pym.

Ficura 3. Microfotografias de ERPAD. A: Coloracion con Hematoxilina 'y
Eosina. B-D: Inmunotincion con el AcM ior egf/r3. B: Observe reactividad
intensa del AcM ior egf/r3 en la membrana plasmatica y en el citoplasma
de las células de las paredes de los quistes renales. Esta reaccion fue
mas intensa en el borde apical de dichas células (Flechas rojas). C:
Grupo de células epiteliales renales EGFR positivas en el interior de
un tubo contorneado dilatado. D: Ausencia de reconocimiento del AcM
ior egf/r3 en la muestra de tejido empleada como control negativo.
Contraste con Hematoxilina de Mayer. Barra blanca = 100um
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trastorno multisistémico.®*? Esta definida como una enfermedad
incurable, de evolucion lenta y progresiva, cuyo Unico tratamiento,
actualmente, esta dirigido a la prevencion de las complicaciones
a las que suele conducir y, de ser posible, a retardar la progresion
de la insuficiencia renal.®*® Actualmente no existe una terapia en
humanos que ralentice o prevenga la formacion de los quistes y el
crecimiento de los rifiones.

El proceso de quistogénesis se ha estudiado ampliamente en la
ERPAD. Se demostro in vitro que el EGF tiene un efecto mitégeno
sobre el epitelio tubular quistico; ademas, se encontré que el epitelio
renal quistico presenta alteraciones tanto cuantitativas (incremento)
como cualitativas (localizacion errada) del EGFR.¥ La localizacién
apical, el incremento y la hiperactividad del EGFR, unido a la
secrecion apical del EGF y otros ligandos dentro de los limenes
quisticos, crean un lazo proliferativo autocrino/paracrino en los epi-
telios de la ERPAD.®

La inmunoterapia pasiva para las enfermedades malignas asocia-
das al sistema EGF/ EGFR, que emplean AcMs contra el EGFR, fue
objeto de muchas investigaciones. En estos estudios se demostré que
el reconocimiento especifico del receptor por el anticuerpo inhibe la
unién de sus ligandos, lo que produjo un efecto inhibidor de la estimu-
lacién mitogénica de las células involucradas en la enfermedad.®®

En este trabajo, el reconocimiento inmunohistoquimico del
AcM ior egf/r3 demostr6 que el EGFR se encuentra incrementado
y localizado principalmente en la superficie apical de las células que
recubren los quistes renales, aunque se detect6 una tincion citoplas-
matica adicional. Los resultados de este estudio coinciden con reportes
previos acerca de las alteraciones en la distribucion y en los niveles de
inmunodeteccion del EGFR en la ERPAD.“9 Este es el primer estudio
donde se emplea el AcM ior egf/r3 para el reconocimiento del EGFR
en una enfermedad no oncoldgica, especificamente en la ERPAD.

Por otra parte, laactividad tirosina quinasa del receptor aumentada
favorece la hiperplasia de los epitelios quisticos, con la formacion
y agrandamiento de los quistes renales resultantes.® Experimentos
en animales, especialmente en ratones y ratas, demostraron que la
inhibicion de las tirosinas quinasas del receptor es capaz de disminuir
el crecimiento de los quistes y con ello el volumen renal total, con un
enlentecimiento de la progresién de la enfermedad.“*®

En reportes previos, otros investigadores propusieron como blan-
cos novedosos para el tratamiento de esta enfermedad al EGFR. Sin
embargo, las sugerencias no estan dirigidas al bloqueo de la unién
del ligando EGF con el receptor, sino al bloqueo de la actividad
aumentada de la tirosina quinasa del receptor, por ejemplo el SKI-
606, un inhibidor de la actividad de la quinasa Src.t®

Sobre la base de los conocimientos que existen sobre el papel
del EGFR en la fisiopatologia de 1a ERPAD, asi como los resultados
obtenidos con el AcM nimotuzumab (hR3) (contraparte humanizada
del ior egf/r3) como inhibidor de la funcién del EGFR en terapias
contra el cancer®”?, |os autores de este estudio proponen el desarrollo
de una nueva propuesta terapéutica en humanos; en la cual se emplee
por primera vez un AcM para el tratamiento de la ERPAD, especifica-
mente el AcM nimotuzumab cuyo blanco sea el bloqueo de la unién
del EGF con su receptor, el EGFR.

Actualmente, esta en curso un ensayo clinico Fase | con este
AcM, paraconocer laseguridad de laadministracion de este farmaco,
la dosis adecuada para esta nueva aplicacion, la farmacocinética,
asi como la posible respuesta terapéutica al mismo, en pacientes
con ERPAD.

La busqueda de terapias eficaces para tratar la ERPAD conduce a
que los investigadores dedicados al estudio de la misma se centren
en blancos moleculares como es el caso del EGFR. Actualmente, los
resultados que se han reportado sobre la inhibicion del EGFR para esta
enfermedad se realizaron en modelos experimentales (ratones: bpk y
orpk y en ratas Han: SPRD) mediante el empleo de inhibidores de la
actividad tirosina quinasa del receptor. Estos estudios demostraron
que este tipo de bloqueo del EGFR atentia de manera significativa el
desarrollo de la enfermedad. EI EGFR, en las muestras analizadas,
fue reconocido con elevada afinidad por el AcM murino ior egf/r3. El
AcM nimotuzumab reconoce selectivamente al dominio extracelular
de la proteina HER 1 (EGFR), uniéndose al receptor con similar
afinidad que su parental murino, el AcM murino ior egf/r3. Por estas
razones, los autores consideran que el sistema del EGF podria ser
un blanco potencial para el tratamiento de la ERPAD, empleando el
AcM nimotuzumab como inhibidor de la actividad del EGFR.

Los autores agradecemos al Dr. en C. Agustin Lage y al Dr. en C.
Enrique Rengifo Calzado por permitir la realizacion de este estudio,
asicomoalaTécnico Milagros Frémetay ala Lic. Idania Suarez por
el procesamiento técnico de las muestras y por la revision de la
redaccién del manuscrito, respectivamente.
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