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Cetuximab es un tipo de anticuerpo monoclonal aprobado por la Food and Drugs Administration 

(FDA) en el año 2004 para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer. Su aplicación en estos estudios 

tiene como finalidad comprender mejor la efectividad de Cetuximab como tratamiento terapéutico. Al 

interactuar con los receptores de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en la superficie de las células 

cancerosas, Cetuximab bloquea su activación y, por lo tanto, reduce su capacidad de proliferación. En 

este proyecto se estableció como objetivo establecer y validar una metodología para evaluar la inhibición 

de la proliferación celular mediada por Cetuximab in vitro utilizando diferentes líneas celulares 

provenientes de cáncer de mama, cáncer de colon y carcinoma hepatocelular. 



 

 

ESTABLECIMIENTO, ESTANDARIZACIÓN Y VALIDACIÓN DE UNA 

METODOLOGÍA PARA EVALUAR LA INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓN 

INDUCIDA POR CETUXIMAB 

 

 

 

 

JOHAN SEBASTIAN CONSUEGRA SIERRA 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE 

PROGRAMA DE INGENIERÍA BIOTECNOLÓGICA 

2023 



 

 

ESTABLECIMIENTO, ESTANDARIZACIÓN Y VALIDACIÓN DE UNA 

METODOLOGÍA PARA EVALUAR LA INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓN 

INDUCIDA POR CETUXIMAB 

 

 

JOHAN SEBASTIAN CONSUEGRA SIERRA 

 

Proyecto de investigación presentado como requisito para obtener el grado de 

INGENIERO BIOTECNOLÓGICO 

 

DIRECTORA: 

DRA. EDITH GONZÁLEZ GONZÁLEZ 

 

 

 

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER 

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE 

PROGRAMA DE INGENIERÍA BIOTECNOLÓGICA 

2023 



 

 

 

 



 

 

Resumen 

El cáncer es una de las principales enfermedades causante de millones de muertes al año en todo 

el mundo, convirtiéndola en una problemática con un panorama poco prometedor para las 

personas que desarrollan esta enfermedad; debido a esto, en los últimos años se han desarrollado 

diferentes estrategias que permiten hacerle frente a esta afección, un ejemplo de esto es la 

inmunoterapia, la cual consiste de la utilización de herramientas del sistema inmune, como 

anticuerpos monoclonales utilizados como terapias dirigidas que permiten la disminución del 

avance de esta enfermedad. En este trabajo se evaluó la actividad biológica de Cetuximab, 

anticuerpo monoclonal quimérico cuya molécula blanco es el factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR) el cual está sobre-expresado en diferentes tipos de cáncer y está relacionado con la 

progresión de esta enfermedad. Para evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de este 

anticuerpo se utilizaron las líneas celulares HepG2, HCT-116 y BT-474 las cuales provienen de 

diferentes tipos de cáncer. Los resultados obtenidos demostraron que estas células son resistentes 

a este mAb, información que se pudo relacionar con los resultados obtenidos por otros 

investigadores. 
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Introducción 

Cetuximab es un anticuerpo monoclonal IgG1 quimérico originado a partir de la región 

variable del anticuerpo murino anti-EGFR M225 y la región constante de una inmunoglobulina 

humana G1(Hanck-Silva et al., 2020) el blanco específico al cual reconoce es el receptor del 

factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Vincenzi et al., 2008), la cual es una glicoproteína 

transmembranal que contiene una tirosina quinasa específica; su dominio extracelular está 

presente en algunas células de cáncer humano las cuales sobre expresan este receptor. Cetuximab 

es producido en la línea celular de mamífero Sp2/0, mediante tecnología de ADN recombinante 

y actúa bloqueando la vía de señalización que estimula la proliferación y el crecimiento de 

células cancerígenas (Kattia et al., 2019). El mecanismo de acción que presenta el Cetuximab 

implica la unión del anticuerpo monoclonal (mAb) al EGFR inhibiendo la señalización de 

respuestas en cascada que influyen en diferentes mecanismos de acción celulares como la 

proliferación celular, angiogénesis, metástasis y apoptosis (Hanck-Silva et al., 2020). 

 Los ligandos conocidos del EGFR son el factor de crecimiento epidérmico (EGF en 

inglés), el transformador del factor de crecimiento Alfa o Transforming growth factor alpha 

(TGF-α), entre otros, los cuales al conjugarse de manera eficaz induce la dimerización del 

receptor resultando en la autofosforilación de la tirosina residual y consecuentemente en la 

transducción de señales en cascada vía RAS/RAF/MEK (MAP quinasa) y la vía PI3K/AKT 

(Okada et al., 2014). En este estudio se evaluó la acción inhibitoria del Cetuximab en diferentes 

líneas celulares con el objetivo de establecer, estandarizar y validar una metodología que pueda 

ser usada para evaluar la actividad antiproliferativa de productos biotecnológicos que contengan 

como principio activo cetuximab. 
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1. El problema 

1.1 Título  

 

Establecimiento, estandarización y validación de una metodología para evaluar la 

inhibición de la proliferación inducida por cetuximab 

1.2 Planteamiento del problema  

 

 

El cáncer es una de las principales problemáticas de salud pública a nivel mundial, la 

cual, de acuerdo con lo reportado en el 2021 por la OMS (Cáncer, s. f.), ocasionó alrededor de 

10 millones de muertes en todo el mundo y 20 millones más fueron diagnosticadas con esta 

misma enfermedad, en la actualidad se reporta como una de las enfermedades  de mayor 

importancia clínica  en la población humana y cuya tasa de mortalidad puede variar según el tipo 

de cáncer, la edad, el sexo y otros factores  de mortalidad en la población humana. El cáncer se 

deriva de una acumulación de distintas mutaciones que afectan principalmente el ciclo celular, 

esta desregulación genética causa que las células se dividan rápidamente y de forma 

descontrolada, esta enfermedad se puede desarrollar en cualquier edad y órgano del cuerpo por lo 

cual se denomina según el tejido en el cual se desarrolle el tumor (Krieghoff-Henning et al., 

2017). 

El tipo de cáncer con mayor implicación en la salud mundial es el cáncer de pulmón 

presentando cerca de 1.8 millones de muertes para el año 2020, seguido por el cáncer de colon 

con más de 916 mil muertes registradas para el mismo año, , en tercer, cuarto y quinto lugar se 
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encuentran el cáncer hepático, cáncer gástrico y cáncer de mama con 830 mil , 769 mil y 685 mil 

defunciones en el mundo para el año 2020 según lo reportado por la OMS (OMS, 2020). 

Debido a esta problemática diferentes grupos de investigación han enfocado su trabajo en 

el  desarrollo de terapias de diferente naturaleza: radioterapias, quimioterapias e inmunoterapias 

usando anticuerpos con blancos terapéuticos (anticuerpos monoclonales) para el tratamiento de 

diferentes tipos de cáncer. Muchas de las patentes de estos medicamentos que se usan en la 

inmunoterapia se están venciendo, por lo cual es necesario tener un estándar de validación que 

permita establecer parámetros de calidad para evaluar los nuevos medicamentos que se están 

desarrollando y colocando en el mercado. 

 1.3. Formulación del problema 

 

 

¿Por qué es importante la validación de un método analítico que tenga la finalidad de 

obtener un procedimiento mediante el cual se pueda determinar la capacidad de inhibir la 

proliferación de células cancerígenas mediada por Cetuximab?  

1.4. Justificación 

 

 

Los avances en la biotecnología han permitido el desarrollo de nuevas alternativas 

medicinales incluyendo el uso de anticuerpos terapéuticos, siendo esta una de las herramientas 

revolucionarias que ha tenido más impacto en la sociedad, su principal aplicación es en el uso de 

inmunoterapias, debido a su alta e especificidad en el reconocimiento de su molécula blanco, así 

como la acción efectora de la porción Fc como la citotoxicidad celular dependiente de 
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complemento y/o anticuerpo (ADCC y CDC respectivamente) de estas moléculas y, Fagocitosis 

celular dependiente de anticuerpos (ADCP), inducción de apoptosis, inhibición de la 

proliferación celular, entre otros (Lazar et al., 2006).  

Entre las moléculas que pueden reconocer los anticuerpos se encuentran proteínas 

específicas de la superficie celular de las células cancerígenas, las cuales pueden funcionar como 

receptores para otras moléculas con actividad biológica y juegan un papel importante en la 

respuesta inmune por lo que han sido uno de los principales blancos terapéuticos de tumores 

sólidos en los últimos 20 años (Scott et al., 2012). Entre los mAb utilizados para el tratamiento 

de cáncer se encuentra Cetuximab, el cual se dirige a su antígeno EGFR presente en células de 

tejido epitelial como lo es en el caso de cáncer de pulmón, cáncer colorrectal, cáncer de mama, 

entre otros (Wee & Wang, 2017).  

  1.5. Objetivos 

 

 1.5.1. Objetivo general  

Establecer y validar una metodología para evaluar la inhibición de la proliferación 

inducida por Cetuximab  

1.5.2. Objetivos específicos 

 

● Establecer las condiciones para evaluar la actividad antiproliferativa de 

Cetuximab como tiempo de exposición al anticuerpo terapéutico y la concentración. 

1.6 Alcances y limitaciones 
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1.6.1 Alcances  

 

El alcance de este proyecto es obtener la validación de una metodología cuyos resultados 

permitan establecer un procedimiento para inhibir la proliferación de células de cáncer que sobre 

expresen EGFR. 

1.6.2 Limitaciones  

 

Este proyecto se realizó en modelos in vitro por lo que es fundamental realizar una 

adecuada manipulación de las células en base a las buenas prácticas de laboratorio (BPL) para 

evitar una posible contaminación que pueda afectar la ejecución de los experimentos y los 

resultados obtenidos. 

 1.7 Delimitaciones 

 

 1.7.1 Delimitación espacial  

 

Este proyecto se realizó en el laboratorio de investigación de la Unidad de Desarrollo e 

Investigación en Bioterapéuticos (UDIBI) perteneciente a la Unidad de Desarrollo e 

Investigación Médica y Biotecnológica (UDIMEB) de la Escuela Nacional de Ciencias Biológica 

(ENCB) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) ubicada en la ciudad de México.  

 

1.7.2 Delimitación temporal 

 

El tiempo estimado para cumplir con los Objetivos fue de 9 meses. 
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 1.7.3 Delimitación conceptual  

 

Para el desarrollo del presente trabajo de investigación se consideraron los siguientes 

grupos de conocimientos:  

• Anticuerpos terapéuticos 

 

• Cáncer 

 

• Cetuximab 

 

• Hibridomas 

 

• Proliferación Celular 

 

• Inhibición de la proliferación celular 

 

• Inmunoglobulinas 

 

• Inmunoterapia 

 

• Líneas Celulares 
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2. Marco referencial 

2.1 Antecedentes  

 

Se tomaron como antecedentes estudios realizados por diferentes investigadores, en 

donde evaluaron la capacidad antiproliferativa de Cetuximab en diferentes líneas celulares. Sus 

resultados demostraron variabilidad en la respuesta dependiendo de la línea celular empleada, el 

tiempo de exposición al tratamiento y las concentraciones evaluadas. 

● (Luca et al., 2014) In vitro combined treatment with cetuximab and trastuzumab inhibits 

growth of colon cancer cells. Cell Proliferation, 47(5), 435-447. 

 

Se evaluaron diferentes líneas celulares como Caco-2, HCT-116 y HT-29. En Caco-2 no 

se observó una inhibición significativa a una concentración máxima de cetuximab de 40 µg/ml 

después de 48 horas de tratamiento, sin embargo, fue posible observar una inhibición de casi 

50% utilizando una terapia combinada con Trastuzumab. 

● (Valverde et al., 2017) eIF5A2 is an alternative pathway for cell proliferation in 

cetuximab-treated epithelial hepatocellular carcinoma. 8(11): 4670–4681. 

 

Evaluaron la capacidad antiproliferativa del Cetuximab en diferentes líneas celulares de 

cáncer colorrectal (CRC) Caco-2, HCT-116, HT-29 y DLD-1; a una concentración de 100 µg/ml, 

además de una terapia combinada con Celecoxib, el tratamiento de Cetuximab como 
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monoterapia presentó un efecto inhibitorio en Caco-2 de un 30-35% siendo en estas células 

donde se observó el mayor efecto anti-proliferativo entre todas las células evaluadas tanto en      

monoterapia como en la terapia combinada alcanzando con esta un 80%. 

● (Fu et al., 2018) Targeted delivery of CD44s-siRNA by ScFv overcomes de novo 

resistance to cetuximab in triple negative breast cancer. Molecular Immunology, 99, 124-

133. 

 

Se emplearon diferentes líneas celulares de cáncer de mama, MCF-7, BT474, MDA-MB-

468, MDA-MB-231, y MDA-MB-157. Se evaluó el tratamiento con Cetuximab a una 

concentración final de 0.5 nmol/L por un periodo de 4-7 día. En este ensayo se utilizó el reactivo 

Celltiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (Promega, Madison, WI) para 

evaluar la inhibición de la proliferación celular. En células MCD-7 la cual no expresa mucho 

EGFR, la actividad de Cetuximab no fue muy notoria; por otro lado, en la línea MDA-MB-231 la 

cual expresa EGFR no se ha demostrado actividad antiproliferativa representativa; de igual 

manera BT474 expresa unos elevados niveles del dominio extracelular, a diferencia de MDA-

MB-231 donde si ha sido posible demostrar actividad antiproliferativa. 

● (Xu et al., 2005) Epidermal growth factor receptor (EGFR)-related protein inhibits 

multiple members of the EGFR family in colon and breast cancer cells. Molecular Cancer 

Therapeutics, 4(3), 435-442. 
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En este trabajo se emplearon tres líneas celulares de cáncer de colon y dos líneas de 

cáncer de mama, HCT-116, Caco2, HT-29, MDA-MB-468 y SKBR-3, se evaluaron 

concentraciones de Cetuximab desde 0.5 µg/ml hasta 20 µg/ml por 48 horas. Se observaron 

resultados positivos; siendo las células MDA-468 en las que se presentó mayor inhibición a la 

concentración más alta del anticuerpo. 

● (Kumar et al., 2014) KRAS G13D Mutation and Sensitivity to Cetuximab or 

Panitumumab in a Colorectal Cancer Cell Line Model. Gastrointestinal Cancer 

Research: GCR, 7(1), 23-26. 

 

Se evaluó la actividad antiproliferativa en líneas celulares mutantes de KRAS G13D 

como HCT-116, T84, LoVo, por otro lado, también implementaron SW480 que es una KRAS 

G12V y finalmente una KRAS WT, la LIM1215. El ensayo se llevó a cabo usando el CellTiter 

96® AQueous nonradioactive cell proliferation assay kit (Promega, Madison, WI, USA), la 

LIM1215 fue la que presentó mayor sensibilidad al anticuerpo recombinante, seguido de las 

KRAS G13D y las KRAS G12V, siendo estas últimas la menos sensibles al tratamiento. 

● (Xue et al., 2016) EIF5A2 is an alternative pathway for cell proliferation in cetuximab-

treated epithelial hepatocellular carcinoma. American Journal of Translational Research, 

8(11), 4670-4681. 

 

Se evaluaron las líneas celulares relacionadas con el carcinoma hepatocelular, Hep3B, 

Huh7 y HepG2;  por otro lado, también estudiaron el efecto anti proliferativo del Cetuximab en 
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SNU-387 y SNU-449. Se evaluaron diferentes concentraciones de cetuximab, la concentración y 

línea celular en la que se observó efecto fue SNU-499 con un tratamiento a una concentración de 

2000 µg/ml seguida de SNU-387 en la misma concentración. 

Con estos antecedentes se planteó el uso de las líneas celulares: BT474, HepG2 y HCT-

116 las cuales se encuentran dentro del banco de líneas celulares de la UDIBI, para evaluar la 

actividad antiproliferativa de cetuximab. 

2.2 Marco teórico  

 

2.2.1 Factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y su papel en la carcinogénesis 

 

En 1975 durante una colaboración entre diferentes investigadores se descubrió EGFR 

como una proteína transmembranal, en 1984 se aisló y clonó la secuencia de este receptor a 

partir de la línea celular A431, poco tiempo después fue reconocida como una proteína receptora 

de tirosina quinasa (RTKs), durante la década de 1980s se realizaron varias hipótesis de su 

implicación en la progresión del cáncer en varios tipos de tumores epiteliales que fueron 

respaldadas por otras investigaciones donde descubrieron su sobreexpresión en diferentes células 

cancerígenas y su desregulada señalización en la etiología de esta enfermedad, de forma más 

explícita EGFR es una glicoproteína de aproximadamente 170 kDa, también llamado HER1 el 

cual posee un dominio extracelular, un dominio transmembranal hidrofóbico, un dominio 

intracelular  que posee actividad de tirosina quinasa y una cola C-terminal con residuos de 

quinasas para propagar la señalización río abajo (Brand et al., 2011), es expresado de forma 

transmembranal en condiciones fisiológicas normales y tiene un papel importante en células 

epiteliales malignas. La desregulación de este receptor se ha relacionado con la progresión y 
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diseminación metastásica en una gran variedad de tumores humanos como cáncer de mama, 

cáncer de pulmón, glioblastoma, cáncer colorrectal, entre otros. La sobreexpresión es 

normalmente asociada con un estado avanzado de la enfermedad y mal pronóstico debido a que 

contribuye con la resistencia a los tratamientos contra el cáncer (Galizia et al., 2007). Estos 

receptores de tirosina quinasa (RTKs) regulan la  transdiferenciación de células cancerosas a 

células endoteliales en un proceso de mimetismo vasculogénico (Talukdar et al., 2020). 

 

 

Figura  1. Estructura representativa de un dímero de EGFR después de su unión al 

ligando. 

Imagen obtenida de “A molecular mechanism for the generation of ligand-dependent differential 

outputs by the epidermal growth factor receptor”  (Y. Huang et al., 2021). 
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Cuando EGFR está inactivo se encuentra presente en su forma monomérica, ubicado 

principalmente en la superficie de la membrana celular, el extremo N-terminal de este, localizado 

en el dominio extracelular permite la unión de diferentes tipos de ligando lo que lleva a su 

activación, los principales ligandos del EGFR son el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el 

factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), la activación del receptor  conduce a la 

formación de homodímeros y/o heterodímeros con otros miembros de la familia de receptores 

que participan en el desarrollo normal de las células (ErbB,) siendo HER2 el principal 

compañero para heterodimerización de EGFR, altos niveles de expresión de este receptor pueden 

facilitar la activación y fosforilación que inducen a la activación de las cascadas de señalización 

como se observa en la figura 2. Cuando ocurre la dimerización se acercan los dominios 

intracelulares de tirosina quinasa c-terminal de ambas moléculas dando como resultado la 

autofosforilación y  (Dutta & Maity, 2007).  

La familia de receptores con actividad de tirosina quinasa HER consta de 4 miembros, los 

cuales son receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR, ErbB1/HER1), HER2/neu 

(ErbB2), HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4) (Fu et al., 2018).  
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Las principales vías de señalización iniciadas como consecuencia de la activación de 

EGFR son las  que involucran proteína cinasa activada por mitógenos Ras-Raf y la ruta de 

fosfatidil inositol 3´ cinasa y Akt (P13KCA/AKT), ambas rutas conducen a importantes procesos 

Figura  2. Representación esquemática de la activación y señalización de EGFR. 

Imagen obtenida de Hype or hope – Can combination therapies with third-generation EGFR-

TKIs help overcome acquired resistance and improve outcomes in EGFR-mutant 

advanced/metastatic NSCLC (Papini et al., 2021).  
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biológicos, bioquímicos y fisiológicos  en la célula como metástasis, angiogénesis, inhibición de 

apoptosis y proliferación celular, siendo la primera ruta mencionada la responsable de este 

último proceso  en varios tumores humanos, una forma más detallada de estas rutas se encuentra 

en la figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las células normales tienen mecanismos de regulación de estas vías de señalización y 

requieren de la unión de su ligando al receptor para su posterior activación, a diferencia de las 

células normales, las células cancerosas comúnmente tienen una vía de señalización desregulada 

y pueden evadir el requisito de unión del ligando para su activación a través de una serie de 

mecanismos diferentes. Para empezar, es importante destacar que algunos tipos de cáncer 

Figura  3. Señalización de las rutas P13K/AKT Y RAS/MAPK. 

Figura obtenida de “Molecular mechanisms of resistance to the EGFR monoclonal antibody cetuximab” 

(Brand et al., 2011). 
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expresan un tipo de EGFR salvaje, también conocido en inglés como wild-type EGFR, este tipo 

de receptor conduce a su activación sin la necesidad del ligando, por otro lado, algunos tipos de 

cáncer sobre expresan el ligando TGF-β lo que puede facilitar la activación del receptor y 

finalmente, algunas de las células cancerígenas pueden expresar algunas formas de EGFR 

mutantes lo que provoca que este se active de forma inapropiada, dentro de estas mutaciones se 

encuentran deleciones en el dominio de activación de la tirosina quinasa y deleciones en su 

dominio extracelular tal como se muestra en la variante EGFRvIII, la cual se presenta 

comúnmente en glioblastomas, entre otras mutaciones puntuales (Dutta & Maity, 2007), esta 

mutación se produce por la eliminación de los exones 2-7 del gen que codifica EGFR en las 

células cancerosas dejando incapaz a los ligandos de unirse de forma correcta a este receptor 

(Gan et al., 2013). Entre los tipos de cáncer en tejidos epiteliales se conoce que expresan 

diferentes niveles de EGFR, algunos de estos porcentajes de expresión se encuentran en la tabla 

1. 

 

Tabla 1. Porcentajes de expresión de EGFR en algunos tipos de cáncer. Tabla adaptada a partir 

de Cellular responses to EGFR inhibitors and their relevance to cancer therapy (Dutta & Maity, 

2007) 
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2.2.2. Desarrollo de anticuerpos Monoclonales y obtención mediante herramientas de 

Ingeniería Genética. 

 

Los anticuerpos son parte de las moléculas efectoras del sistema inmune, están 

compuestos por una pequeña porción de carbohidratos y proteínas, volviéndolos de esta forma 

estructuralmente glicoproteínas. Los anticuerpos se producen por células plasmáticas que fueron 

diferenciadas a partir de linfocitos B activados, se sintetizan en los polirribosomas del retículo 

endoplásmico celular (CRE) donde son acarreadas hasta el aparato de Golgi donde se glicosilan 

y ser empaquetan en vesículas para ser exportadas al exterior de las células donde encuentran 

como receptores en estas mismas células, también llamados B Cell Receptor (BCR), sin embargo 

no todos los anticuerpos funcionan como BCR, algunos de estos se encuentran en secreción en el 

torrente sanguíneo y otros tejidos buscando neutralizar moléculas. las inmunoglobulinas tienen la 

capacidad de reconocer moléculas específicas, denominados antígenos que fueron los que 

indujeron a su producción (antígenos homólogos) (Machado et al., 2006), como ejemplo 



 

 

28 

proteínas de membranas de microorganismos patógenos,  células extrañas o propias como en el 

caso de respuestas autoinmunes, material genético, lípidos y polisacáridos, entre otras. 

 Los anticuerpos han sido utilizados como herramientas que participan en el tratamiento 

de diferentes tipos de enfermedades en la actualidad, este tipo de tratamientos terapéuticos inició 

con los trabajos de Emil Von Behring y su colega Kitasato, genios de la microbiología,  quienes 

lograron un hito importante en la historia de la medicina. La investigación de Von Behring 

comenzó alrededor de los 1880s con la difteria, una enfermedad infecciosa que causó una alta 

tasa de mortalidad infantil en Europa. Finalmente años después y mediante rigurosos 

experimentos descubrió que los animales que se habían sobrevivido a la infección por difteria 

desarrollaron una inmunidad natural contra esta enfermedad   y que el suero contra la difteria, 

tenían la capacidad de neutralizar toxinas cuando se les suministraba dichos sueros en 

organismos sanos no inmunizados que se infectaban posteriormente con la enfermedad, de esta 

forma concluyeron que los animales al ser expuestos y estar en contacto con la enfermedad 

generaban antitoxinas que estaban presentes en el suero y de tener la capacidad de controlar la 

infección, este hallazgo se confirmó alrededor de los años 1890s cuando Von Behring se asoció 

con Kitasato, un médico japones  para investigar más a fondo esta teoría, hicieron 

experimentación con suero de animales y pacientes recuperadas de la infección por difteria, 

comprobando que la a inyección de suero de animales inmunizados en pacientes infectados con 

difteria producía una respuesta inmunológica que protegía al paciente de la enfermedad.    En 

1892, Von Behring y Kitasato produjeron el primer suero antitoxina contra la difteria, que se 

utilizó con éxito para tratar pacientes infectados. Además de tener un gran impacto en la 

medicina, la implementación de sueros tuvo un impacto significativo en la salud pública. Por 

primera vez, se pudo prevenir y tratar enfermedades infecciosas de manera efectiva logrando 
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salvar innumerables vidas, además,  la producción de sueros sentó las bases para la producción 

de vacunas y la inmunología moderna permitiendo tener hoy en día enfermedades erradicadas 

como la viruela y la polio, esta investigación le hizo ser galardonado con el  premio nobel de 

medicina en 1901, más adelante se denominaron anticuerpos a las antitoxinas presentes en los 

sueros por el bacteriólogo y bioquímico Paul Ehrlich a finales del siglo XIX. En el cuerpo 

humano no se encuentran dos moléculas de anticuerpos que sean idénticas entre sí, las 

inmunoglobulinas que se pueden obtener del suero de animales inmunizados a un antígeno en 

específico son glicoproteínas obtenidas de la estimulación simultanea de muchas células, todas 

ellas con la capacidad de reconocer un determinante antigénico del mismo antígeno, estos tipos 

de anticuerpos son denominados como anticuerpos policlonales, además de este tipo también se 

pueden encontrar aquellos que son producidos por una única célula y son idénticos entre sí, los 

cuales son denominados como anticuerpos monoclonales. La investigación sobre anticuerpos 

monoclonales ha sido un campo muy importante que ha permitido grandes avances en la lucha 

contra diversas enfermedades, incluyendo el cáncer, las enfermedades autoinmunitarias y las 

infecciones virales. Esta investigación ha sido reconocida por el Premio Nobel de Fisiología o 

Medicina en 1984, otorgado a los científicos César Milstein, Georges Köhler y Niels Jerne por su 

trabajo pionero en la producción de anticuerpos monoclonales. La producción de anticuerpos 

monoclonales comenzó en la década de 1970, pero su uso terapéutico no fue posible hasta que 

Milstein, Köhler y Jerne desarrollaron técnicas para producir anticuerpos monoclonales de 

manera más eficiente. En particular, desarrollaron una técnica llamada fusión de células, que 

permitía combinar células de mieloma con células plasmáticas para producir células híbridas que 

producían anticuerpos monoclonales específicos. (Anticuerpos monoclonales, 2019). 
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En la década de 1960, Rodney Porter y Gerald Edelman descubrieron la estructura de los 

anticuerpos a través de su trabajo conjunto en la caracterización de estas moléculas. Sus 

hallazgos les valieron el Premio Nobel de Fisiología o Medicina en 1972. Porter utilizó la técnica 

de la cromatografía para separar los anticuerpos en sus componentes individuales y demostrar 

que estaban formados por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Edelman, por su parte, 

utilizó la técnica de digestión enzimática para demostrar que estas cadenas estaban unidas por 

enlaces disulfuro. (Ramos-Bello & Llorente, 2009). Estos inmunoquímicos pudieron determinar 

y  conocer la estructura básica de las inmunoglobulinas,  dentro de su estructura básica se 

encuentra que están  conformados por 4 cadenas polipeptídicas , 2 de ellas son cadenas pesadas 

con un peso molecular (PM )de 50 kD cada una y un tamaño de 420-440 aminoácidos y 2 

cadenas ligeras con un PM de 25 KD compuesta entre 210 y 230 aminoácidos, dentro de estas 

cadenas ligeras y pesadas se encontró que tenían una región variable que  poseen un sitio de 

unión con el antígeno por lo que fueron denominadas como fragmento Fab (del inglés antigen 

binding fragment), así como también se evidencio una región constante en la cadena pesada 

carente del sitio de combinación y por lo tanto de reaccionar con el antígeno la cual se le llamó 

Fragmento Fc por su inclinación a cristalizarse en su estado puro. Estas moléculas se encuentran 

unidas mediante enlaces de disulfuro y dentro de las funciones fundamentales que presentan 

estas inmunoglobulinas se distinguen que tienen la capacidad de reconocer y de unión a 

antígenos;(García Merino, 2011). Adicionalmente son capaces de generar diferentes respuestas 

después de unirse de manera eficiente con el antígeno, son también conocidas como respuestas 

efectoras. La estructura básica de un anticuerpo monoclonal se puede observar en la figura 4 



 

 

31 

 Con base a los estudios realizados se pudo establecer que existen 5 clases de anticuerpos 

que se clasifican de acuerdo a la estructura de las cadenas pesadas y ligeras como fueron la 

gamma, alfa, mu, delta y épsilon las cuales corresponden a las clases IgG, IgA, IgM, IgD, IgE  

respectivamente, las estructuras de los diferentes isotipos de anticuerpos se pueden observar en la 

figura 5.  

Dentro de estos diferentes isotipos de anticuerpos se pueden diferenciar aquellos que se 

encuentran como moléculas monoméricas como las IgG, IgE e IgD, a diferencia de las IgA (se 

encuentran como dímeros y como monómeros) y las IgM que son poliméricas (pentámeros), las 

cuales además también poseen un polipéptido adicional en su estructura que fue denominado 

como “pieza de unión” o cadena J que proviene del inglés Joining y un segundo polipéptido 

llamado componente secretor o cadena S para el caso de las IgA y en cantidades más pequeñas 

en algunas IgM que puedan estar presente en las secreciones como la saliva, jugo gástrico y 

moco. 
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La ciencia y el avance tecnológico han permitido obtener importantes hallazgos en la 

comunidad científica, entre estas podemos encontrar la secuenciación del genoma humano y de 

animales que han permitido la obtención de anticuerpos mediante diferentes tecnológicas y 

estrategias como las que se observan en la figura 6.  

Figura  4. Esquema general de un anticuerpo monoclonal. 

Rediseñado utilizando BioRender.com a partir de la estructura básica de una inmunoglobulina 

elaborada por Villaescusa, L. 

Figura  5. Conformación estructural de las 5 inmunoglobulinas existentes. 

Imagen tomada de “Classes of immunoglobulin” (Immune System | Description, Function, & Facts | 

Britannica, 2023). 
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La tecnología actual permite la producción de anticuerpos monoclonales o policlonales 

mediante técnicas de ingeniería genética entre otras estrategias como se observa en la figura 6. 

Algunas de estas son aquellas inmunoglobulinas que se obtienen del aislamiento del plasma de 

un animal inmunizado, la cual consiste en la inmunización de los animales (se selecciona el 

animal según el origen de los Abs que se quieran obtener) con el antígeno de interés y 

posteriormente se realiza una purificación de las inmunoglobulinas policlonales, por otro lado 

también se pueden obtener mAbs mediante la generación de hibridomas (fusión entre células 

Figura  6. Diferentes estrategias para el descubrimiento de anticuerpos en modelos animales y 

ensayos in vitro. 

Imagen obtenida del articulo “Animal Immunization, in Vitro Display Technologies, and Machine Learning 

for Antibody Discovery” (Laustsen et al., 2021). 
 

 



 

 

34 

plasmáticas y células de mieloma)  para la obtención de inmunoglobulinas monoclonales 

dirigidas hacia un determinante antigénico en específico donde posteriormente se realiza una 

selección clonal mediante un screening in vitro que permite  identificar las clonas optimas en 

función de la especificidad por el antígeno.   

Existen diferentes tipos de anticuerpos monoclonales que se obtienen mediante diversas 

técnicas como ya se había mencionado anteriormente y que se clasifican según el origen al partir 

del cual se obtuvieron estas inmunoglobulinas. Dentro de estos que se pueden obtener   se 

distinguen 4 tipos, en la figura 7 se muestra una forma más detallada sobre la composición 

estructural de estos anticuerpos .  

 

 

 

 

 

 

 

Anticuerpos monoclonales de ratón (mAb ratón): cuya composición estructural del 

anticuerpo son proteínas 100% de ratón.  

Figura  7. Clasificación de anticuerpos monoclonales terapéuticos según su tipo. 

Figura obtenida de “ A Critical Review of Properties and Analytical/Bioanalytical Methods for 

Characterization of Cetuximab” (Hanck-Silva et al., 2020).  
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Anticuerpos monoclonales quiméricos (mAb quiméricos): las proteínas que forman parte 

de este anticuerpo son un 25% de ratón correspondiendo a sus regiones variables de la cadena 

ligera y cadena pesada y un 75% de proteínas humanas las cuales están presentes en la región 

constante de la cadena ligera y cadena pesada.  

Anticuerpos monoclonales Humanizados (mAb Humanizados): Son anticuerpos cuyo 

CDR está compuesto de aminoácidos de ratón,  el esto de su estructura son proteínas humanas. 

Anticuerpos monoclonales Humanos (mAb Humanos): son secuencias de aminoácidos 

100% humanas y por lo tanto son los más aceptados por el cuerpo humano evitando una 

respuesta inmune. 

 

2.2.3 Aplicabilidad de los anticuerpos Monoclonales en diferentes blancos terapéuticos 

 

Durante los últimos años, varios grupos de investigadores y empresas biotecnológicas se 

han propuesto en la tarea de desarrollar diferentes anticuerpos contra blancos específicos, los 

resultados de estas investigaciones generaron anticuerpos monoclonales comerciales como lo fue 

en el caso del anticuerpo muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3 el cual consistía  de un anticuerpo 

de ratón (IgG2)  el cual se une y bloquea el CD3 expresado en linfocitos B, esto con la finalidad 

de prevenir el rechazo en el trasplante de riñón. Orthoclone OKT3 fue el primer anticuerpo 

monoclonal aprobado por la FDA para uso humano en 1986 (Liu, 2014), actualmente no se 

encuentra en uso debido a la inmunogenicidad que producía en los pacientes que recibían este 

tratamiento. La Antibody Society reporta cerca de 150 anticuerpos monoclonales terapéuticos 

aprobados o en proceso de aprobación por Estados Unidos (USA) y la Unión Europea (EU) para 
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diferentes tipos de enfermedades como cáncer, infecciones virales, asma, artritis reumatoide, 

dermatitis atópica entre muchas otras indicaciones (Antibody therapeutics approved or in 

regulatory review in the EU or US, s. f.) , algunos ejemplos de estos se encuentran en la 

siguiente tabla.  

 

Tabla 2. Ejemplos de anticuerpos terapéuticos disponibles comercialmente. 

 

Anticuerpo terapéutico  Descripción  

Rituximab (Rituxan®)  Anticuerpo monoclonal quimérico dirigido 

contra el antígeno de superficie CD20 de 

pacientes con linfoma de linfocitos B 

produciendo citotoxicidad en las células 

blanco, el CD20 está implicado en el 

desarrollo y diferenciación de células B 

Infliximab (Remicade®) Anticuerpo monoclonal quimérico dirigido 

hacia TNF el cual está involucrado 

directamente en la inmunidad innata y 

adaptativa, participa como mediador en 

procesos inflamatorios y autoinmunes 

Adalimumab (Humira®) Su blanco terapéutico es el TNF y que a 

diferencia del infliximab este es un 

anticuerpo monoclonal humano  

Trastuzumab (Herceptin®) Anticuerpo monoclonal humanizado cuyo 
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blanco terapéutico  es el receptor dos del 

factor de crecimiento epidérmico (HER2) 

el cual se sobreexpresa en un 25-30% de 

los casos de cáncer de mama, el HER2 está 

implicado en el crecimiento y división 

celular. 

Cetuximab (Erbitux®) Anticuerpo monoclonal quimérico tipo 

IgG1 cuya diana terapéutica es el factor de 

crecimiento epidérmico EGFR, cuya unión 

con su ligando induce la activación de 

señales miogénicas en las células. 

 

2.2.4 Uso de Cetuximab (Erbitux®) como terapia dirigida en el tratamiento de cáncer 

 

En los últimos años se han desarrollado numerosas alternativas para el tratamiento del 

cáncer, entre estos encontramos aquellas que son dirigidas hacia el factor de crecimiento 

epidérmico EGFR para detener el crecimiento tumoral, inhibiendo su proliferación a través del 

uso de anticuerpos monoclonales (mAbs) como Cetuximab y Panitumumab que actúan 

bloqueando la unión del ligando al dominio extracelular del receptor como se observa en la 

figura 8  ó pequeñas moléculas inhibidoras de la tirosina quinasa como Gefitinib y Erlotinib que 

interrumpen la unión de ATP del dominio citoplasmático para así inhibir la fosforilación que 

activan las cascadas de señalización y que a diferencia de los anticuerpos monoclonales estas 
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últimas moléculas no inducen la internalización y degradación del receptor y presentan modesta 

eficacia en el tratamiento de algunos tipos de cáncer (Dutta & Maity, 2007). 

Cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico recombinante  de 152 kDa que se 

origina a partir de la fusión de la región variable de un anti-EGFR obtenido en ratón (M225) con 

la región constante de una IgG1 humana, el cual es expresado en la línea celular Sp2/0 (Yi et al., 

2014). Esta inmunoglobulina reconoce el dominio III de EGFR y Fue aprobado por la Food and 

Drug Administración (FDA) el 12 de febrero de 2004 y por la European, Medicines, Agency 

(EMEA) el 29 de junio de 2004 (Machado et al., 2006). Compite con los ligandos naturales de 

EGFR (EGF y TGF-a principalmente), con mayor afinidad que sus ligandos canónicos, 

bloqueando la activación del receptor y a su vez inhibiendo las cascadas de señalización que 

conducen a la proliferación celular, angiogénesis, metástasis y apoptosis que se producen de 

manera natural como consecuencia de la activación del receptor. Cuando ocurre el acoplamiento 

entre EGFR y Cetuximab se produce una dimerización mediada por el anticuerpo produciendo la 

internalización y posterior degradación del receptor en el interior de la célula (Hanck-Silva et al., 

2020), además de citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) (Yi et al., 2014). Entre los 

mecanismos de acción que presenta esta inmunoglobulina se encuentran la inhibición de la 

proliferación celular bloqueando el ciclo celular, aumentando los niveles de la proteína inhibidor 

de quinasas dependientes del ciclo p27kip1, deteniendo las células en fase G1, así como también 

la inhibición de la angiogénesis disminuyendo los factores pro-angiogénicos y apoptosis celular 

como se presenta en la figura 8. 
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Figura  8. Mecanismos de acción de Cetuximab.  

(A) Cetuximab presenta mayor afinidad que los ligandos canónicos de EGFR, (B) Cetuximab 

impide la unión de EGFR a otros miembros de la familia HER, (C) Cetuximab promueve la 

internalización y degradación de EGFR, (D) Arresto de ciclo celular en fase G1, (E) 

Disminución de factores pro-angiogénicos disminuyendo la angiogénesis, (F) Influencia en el 

balance de apoptosis y supervivencia celular, (G) Citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos mediado por cetuximab. Figura obtenida de Molecular mechanisms of resistance to 

the EGFR monoclonal antibody cetuximab (Brand et al., 2011). 

 

Cetuximab es bastante bien tolerado por los pacientes que reciben este tratamiento, sin 

embargo, pueden llegar a presentar algunos efectos adversos como acné, astenia, disnea y dolor 

abdominal, hasta el momento aún no se han asociado muertes a la administración de Cetuximab 

(Galizia et al., 2007). 
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Figura  9. Representación gráfica del Mecanismo de acción de cetuximab en el receptor de 

factor de crecimiento epidérmico cuando se presenta en baja expresión o con mutaciones. 

Tomado de Anti-EGFR therapy in metastatic colorectal cancer: mechanisms and potential 

regimens of drug resistance (Li et al., 2020). 

 

Cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico cuya conformación estructural consta 

de 3 unidades de tamaños equivalentes, los cuales poseen ciertas glicosilaciones que le permite 

poder diferenciarse de otros mAbs. Dos de estos son fragmentos de unión al antígeno (Fab) que 

están compuestos por una cadena variable ligera (VL) y una cadena variable pesada (VH) 

provenientes de una secuencia murina las cuales permiten la unión a la molécula por 

complementariedad, y una región cristalizable (Fc) con funciones efectoras del anticuerpo al 

interaccionar con su receptor. (Hanck-Silva et al., 2020). El isotipo IgG1 Fc fue escogido para 

mejorar la contribución de los efectos antitumorales. 

Las subunidades de cadena ligera y cadena pesada contienen una y dos secuencias 

consenso para la glicosilación unida a N, respectivamente. El residuo N-terminal de la cadena 
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pesada se cicla como ácido piroglutámico. Hay 32 residuos de cisteína y, en consecuencia, 16 

enlaces disulfuro potenciales por molécula (Galizia et al., 2007). 

Las glicosilaciones son una de las modificaciones postraduccionales más importantes de 

las proteínas, tienen un papel esencial en la actividad terapéutica de los anticuerpos, dentro de las 

propiedades terapéuticas que confieren estas glicoformas se encuentra que influye en los 

mecanismos efectores, un tiempo de vida media más prolongado en el suero, así como algunas 

propiedades indeseadas como inmunogenicidad (Yi et al., 2014). 

Cetuximab ha demostrado resultados positivos cuando es administrado como 

monoterapia, sin embargo también se ha propuesto el uso de este en terapias combinadas como 

en el caso del tratamiento de carcinoma hepatocelular (HCC) cuyas células parecen demostrar 

baja sensibilidad  hacia este anticuerpo, en algunos casos se considera el uso combinado con 

otros mAbs como lo es en el caso de Trastuzumab o Dalotuzumab en el tratamiento de  tumores 

que  presentan resistencia a la monoterapia donde se ha demostrado mejores efectos debido a la 

activación del EGF (Xue et al., 2016).   

2.2.5. Validación de métodos analíticos  

 

La validación de un método analítico tiene como finalidad poder demostrar que una 

determinada metodología es adecuada para llevar a cabo el propósito propuesto, donde se deberá 

de presentar toda la documentación necesaria que permita verificar toda la información relevante 

durante la validación, la cual proporciona toda la evidencia suficiente de que el método analítico 

cumple con los objetivos propuestos  (ich-guideline-q2r2-validation-analytical-procedures-step-

2b_en.pdf, s. f.).  
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2.3. Marco legal 

 

Este estudio fue ejecutado bajo los principios de buenas prácticas de laboratorio y buenas 

prácticas de documentación y en apego a los lineamientos de trabajo de la UDIBI.  

3. Diseño metodológico 

 3.1 Tipo de investigación  

 

El tipo de investigación presente en este proyecto fue investigación aplicada , ya que se 

buscaba establecer y validar una metodología que permita evaluar la actividad biológica de 

productos que contengan como principio activo Cetuximab, con el fin de aplicarla en el análisis 

de posibles candidatos a bioterapéuticos para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer.  

3.2 Población y muestra  

Líneas celulares obtenidas de pacientes con cáncer de colon,  cáncer de hígado y cáncer 

de mama. 

3.3 Hipótesis  

 

La hipótesis inicial de este proyecto fue que la unión de Cetuximab al EGFR en la 

superficie de células cancerosas, inhibirá su crecimiento de manera dosis-dependiente. 

3.4. Variables 
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3.4.1 Dependientes 

 

• Número de células por pozo (Viabilidad) 

3.4.2 Independientes 

 

• Tiempo de exposición al Cetuximab y tiempo de incubación en medios de cultivo. 

• Concentración de Cetuximab 

3.4.3 Intervinientes 

 

• Niveles de expresión del receptor EGFR 

 3.5. Fases de la investigación 

 

3.5.1 Revisión bibliográfica 

 

Se revisaron diferentes artículos científicos donde se evalúan el efecto inhibitorio del 

Cetuximab. 

3.5.2. Selección líneas celulares 

 

Después de realizar la investigación previa se seleccionaron las líneas celulares que 

implementaron en otras investigaciones y aquellas con disponibilidad de banco trabajo en el 

banco de líneas celulares de la UDIBI. 
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3.5.3 Descongelación 

 

 

Las células se encuentran almacenadas con nitrógeno líquido a -70°C por lo cual es necesario 

realizar una descongelación según el procedimiento establecido para descongelar líneas celulares 

en el ATCC (Microbiologics │ Reference Strains for Microbiological QC Testing, s. f.). y el 

documento U158-PNO edición B, el cual está lineado a lo indicado por la ATCC y fue 

establecido por parte de la UDIBI para manejo y almacenamiento de líneas celulares. 

3.5.4 Expansión celular  

 

Se incubaron las células a 37°C y 5% CO2 hasta obtener el número de células necesarias 

para el estudio, teniendo en cuenta el consumo del medio de cultivo y la cinética de crecimiento 

celular, adicionalmente se realizó monitoreo constante a las cajas con células utilizando un 

microscopio invertido para observar mejor su morfología celular. Las células HCT-116 

presentaban una morfología en forma de huso (alargadas y redondas) y usualmente presentaban 

un patrón de crecimiento agrupado o en racimos, por otro lado, las HepG2 presentaban una 

estructura más circular con un crecimiento más uniforme de la monocapa celular, y finalmente, 

las BT-474 presentaban una forma circular y al igual que las HCT-116 presentaban un 

crecimiento en forma de racimos. Información adicional a estas líneas celulares se puede 

encontrar en la tabla 3 y la Figura 10.   

 

Tabla 3. Medios de cultivos utilizados según la línea celular 

Línea Medio de cultivo Tipo de cáncer Morfología de las 
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3.5.5 Estandarización del protocolo 

celular células 

BT-474 Hybri-Care + 10% 

Suero fetal bovino + 

1.5g/L bicarbonato 

de sodio 

Esta línea celular se obtuvo 

de una mujer adulta blanca 

de 60 años con cáncer de 

mama (BT-474 | ATCC, 

s. f.).  

HepG2 EMEM + 10% Suero 

fetal bovino 

Se aisló de un paciente 

joven blanco de 15 años 

con carcinoma 

hepatocelular (hepatitis G2 

[HEPG2] | ATCC, s. f.).  

HCT-116 McCoy's 5A + 10% 

Suero fetal bovino 

Línea celular aislada de un 

paciente adulto con cáncer 

de colon (HCT 116 | 

ATCC, s. f.). 
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Se realizaron ensayos para establecer las condiciones óptimas de concentración de 

Cetuximab, cantidad de células por pozo y tiempo de exposición del anticuerpo en las células, 

para establecer el protocolo ideal para evaluar la actividad antiproliferativa de cetuximab. 

 

3.5.6 Inhibición de la proliferación celular 

 

Para evaluar la inhibición de la proliferación celular mediada por Cetuximab se utilizó el 

kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay  (CellTiter 96® AQueous 

Non-Radioactive Cell Proliferation Assay Protocol, s. f.), Para esto se tomaron las células 

previamente incubadas en su medio de cultivo correspondiente, suplementado con los nutrientes 

necesarios para su optimo crecimiento y desarrollo. Los medios implementados fueron descritos 

anteriormente en la tabla 3.  

Se sembraron las células en una placa de 96 pozos a una concentración de 2.5x10^5 

células/pozo en un volumen total de medio de 100 µL , las células fueron evaluadas por 

duplicado en presencia de diferentes concentraciones de cetuximab en un intervalo de  1 – 500 

µg/ mL. Para poder determinar las concentraciones óptimas en la que se observa mejor el efecto 

inhibitorio, se dejaron en incubación a 37°C y 5% de CO2 durante 72 horas y 96 horas, 

finalizando el tiempo de incubación se les adicionaron 20 µl de MTS a cada pozo y se deja en 

incubación por 4 horas a las mismas condiciones. Se procede a medir la absorbancia a 490 nm y 

analizar los resultados obtenidos. 

 



 

 

47 

3.5.7 Validación del protocolo 

 

Para este protocolo se consideraron atributos de calidad como como especificidad, 

exactitud y precisión. 

 

3.5.8 Técnicas de análisis 

Los datos crudos fueron obtenidos haciendo lecturas en el espectrofotómetro disponible 

en la UDIBI utilizando el software Softmax pro Gxp, el cual es una herramienta avanzada y 

confiable implementada en entornos regulados para la adquisición, análisis y gestión de datos de 

laboratorio, estos  datos se trasladaron al programa Excel para ordenarlos mediante la generación 

de tablas de datos y posteriormente se analizaron con el software estadístico GraphPad prism el 

cual es un programa informático ampliamente utilizado en el ámbito científico y de la 

investigación para el análisis y la visualización de datos. Se destaca por su versatilidad y 

capacidad para realizar análisis estadísticos, generar gráficos de alta calidad y elaborar informes 

basados en datos experimentales.  
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4. Resultados y discusiones 

4.1 Ensayos de proliferación celular  

 

Como primera etapa se realizó un ensayo de proliferación celular utilizando las líneas 

celulares BT-474 y HCT-116, para poder establecer las condiciones óptimas donde se pudiera 

tener una señal de proliferación, esto se realizó utilizando el procedimiento de la (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Se utilizaron las células previamente descongeladas y cultivadas en medio de 

cultivo McCoy's 5A + 10% Suero fetal bovino y Hybri-Care + 10% Suero fetal bovino + 

1.5g/L bicarbonato de sodio para la línea celular HCT-116 y BT-474 respectivamente. Para 

Figura  10. Representación gráfica del procedimiento utilizado para llevar a cabo el ensayo de la 

proliferación celular. 
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esto se revisó que las células cumplieran con los criterios de calidad morfológicos de acuerdo 

a la línea celular empleada y que estuviera libre de contaminaciones por microorganismos 

como bacterias o hongos. 

2. Se retiró el medio de cultivo con ayuda de una pipeta serológica sin alterar la 

monocapa celular y se realizó un lavado con 5ml de PBS 1x previamente preparado para 

eliminar los residuos de medio y de suero fetal bovino.  

3. Se adicionaron 2 ml de tripsina y se distribuyó por toda la caja de forma que 

cubriera por totalidad la monocapa celular, se dejó incubando por 3 min a 37°C y 5%CO2 

para favorecer la actividad de la tripsina. 

4. Pasado el tiempo de incubación se visualizó que las células estuvieran 

desprendidas de la pared de la caja y que no estuvieran estresadas por la adicción de la 

tripsina visualizando su morfología celular. 

5. Se adicionaron 4 ml de medio de cultivo suplementado, adecuado para cada línea 

celular para inactivar la tripsina en una relación 1:2. 

6. Las células se recuperaron con una pipeta serológica estéril y se trasfirieron a un 

tubo cónico y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min. 

7. Se retiró el excedente de medio de cultivo y tripsina dejando solamente el botón 

celular, el cual se resuspendió adicionando medio de cultivo fresco acorde al tamaño del 

mismo. Se realizó una dilución 1:10 con azul tripano y se procedió a realizar el conteo 

celular en hemocitómetro como lo indica el procedimiento interno U017-INS para la cuenta 

células por el método de exclusión de azul tripano. 

8. Se preparó una suspensión celular  a una concentración de  5x10^5  células/Pozo 

a partir del cual se realizaron diluciones seriadas 1:2 hasta llegar a 1x10^4  células/pozo. 
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9. Utilizando una placa de 96 pozos se sembraron las diluciones de las células por 

duplicado para HCT-116 y por cuatriplicado para BT-474, se dejaron incubando por 72 h  

37°C y 5% CO2. 

10. Pasado el tiempo de incubación de 72 horas, se adicionaron 20 µL de MTS en 

cada uno de los pozos con células, como blanco se utilizó medio de cultivo fresco que no 

contenía células. 

11.  Se realizaron lecturas 1,2 y 3 horas después de adicionar el MTS para determinar 

la viabilidad celular y su proliferación utilizando un espectrofotómetro leyendo a una 

longitud de onda de 490nm donde se graficó la densidad óptica D.O contra el número de 

células, los resultados se muestran en la (Figura 11). 
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Figura  11. Gráfico de proliferación celular utilizando la línea celular. Imagen (A)  HCT-

116 e imagen (B) BT-474. 

 

Se realizaron 3 lecturas en intervalos de 1 hora, es decir un total de tres lecturas, para esto 

se utilizó el  CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS), el cual 

consiste en un método colorimétrico para determinar la viabilidad celular a través de la  actividad 

metabólica de las células presentes en cada uno de los pozos evaluados, el cual se compone por 

un reactivo de acoplamiento de electrones (etosulfato de fenazina; PES) y el 3-(4,5-
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dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS), el 

cual es degradado por enzimas deshidrogenasas dependientes de NADPH producido en la 

mitocondria de células metabólicamente activas, el producto de esta degradación es formazan (Y. 

Wang et al., 2021), la reacción química de este proceso se muestra en la (Figura 12). La 

cantidad de formazan como producto de biodegradación es directamente proporcional a la 

actividad metabólica de células vivas presente en el medio. 

 

 

 

 

Este método de detección permitió conocer que las células se encontraban 

metabólicamente activas debido a la cantidad de formazan como producto de la reducción de 

MTS en cada una de las diferentes concentraciones de células/pozo evaluadas después de las 72 

horas de incubación durante este experimento. De esta forma se pudo seleccionar un numero de 

células por pozo donde estas puedan proliferar de forma adecuada y seguir siendo viables, donde 

los componentes nutricionales del medio no actuaran como una limitante y una variable que 

pudieran influir en los resultados de los próximos experimentos. El número de células 

seleccionado para los posteriores ensayos fue 2.5x10^5 células por pozo. Además, se pudo 

Figura  12. Degradación de MTS en formazan mediado por enzimas deshidrogenasas de células 

metabólicamente activas. 

Figura obtenida de “Chapter 10 - Anticancer Activities of African Medicinal Spices and Vegetables” 

(Kuete et al., 2017). 
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observar que la diferencia entre las lecturas después de la adición del MTS eran muy parecidas 

por lo que a partir de las 2 horas se puede considerar hacer la lectura con el espectrofotómetro sin 

que los resultados arrojaran resultados que pudieran afectar la confiabilidad del ensayo. 

Los resultados obtenidos para la línea celular BT-474 no fueron satisfactorios debido a 

que se observaba mucha dispersión en los duplicados de los pozos con células, por lo que se 

consideró en realizar nuevamente el experimento por cuadriplicado para tener unos resultados 

que pudieran llegar a ser más relevantes y con mayor precisión , los resultados obtenidos 

permitieron establecer el número de células apropiado para poder evaluar la actividad 

antiproliferativa de Cetuximab.  

4.2 Ensayos de inhibición de la proliferación  

 

Se evaluó la proliferación celular de las 3 líneas celulares (HepG2, HCT-116 Y BT-474) 

en presencia de diferentes concentraciones de Cetuximab, el procedimiento se describe a 

continuación y se muestra en la (Figura 13). 

 

 

 

Figura  13. Representación gráfica de la metodología establecida para llevar a cabo la 

inhibición de la proliferación. 
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Para esta metodología se consideraron los aspectos mencionados anteriormente desde el 

paso 1 al 7 del ensayo de proliferación celular que se presenta en la sección 4.1 , una explicación 

más detallada de las demás etapas se encuentra descrita a continuación, los medios utilizados se 

mencionan en la tabla 3. 

8. Finalizado el conteo celular se realizaron los cálculos correspondientes para 

adicionar 100 µl con 250 mil células a cada uno de los pozos necesarios para el ensayo y 

sembrar en la placa. 

9. Se prepararon diluciones del tratamiento de Cetuximab (CTX) el cual se encuentra 

a una concentración de 5mg/ml, se preparó una dilución inicial 1:10 del producto comercial, 

posteriormente se prepararon las demás diluciones de trabajo evaluadas en una relación de 

1:10 y 1:5 para obtener un intervalo de concentración  de 100,50,10,5,1 µg/mL como se 

observa en la (Figura 14). Para algunos ensayos se  se realizaron diluciones seriadas 1:3 a 

partir de la dilución previa  1:10 de la concentración de CTX 500ug/ml hasta 0.22ug/ml 

como se muestra en la (Figura 15). Como control negativo se utilizó medio de cultivo con 

células sin tratamiento. 
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Figura  14. Preparación de los tratamientos para obtener una concentración de Cetuximab entre 

500µg/ml hasta 1µg/ml. 

Figura  15. Procedimiento para la preparación de tratamientos de Cetuximab mediante diluciones 

seriadas 1:3 partiendo de concentración de 500 µg/ml que se obtenía de una dilución previa  1:10 

del anticuerpo comercial. 
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10. Pasado el tiempo de incubación de 72-96 horas, se adicionó 20ul de MTS en cada uno 

de los pozos con células. 

11. Se realizaron lecturas 1,2 y 3 horas después de adicionar el MTS para determinar la 

viabilidad celular y su proliferación utilizando un espectrofotómetro Spectramax leyendo a una 

longitud de onda de 490nm, los resultados se muestran en la (Figura 16) hasta la figura 20. 

4.2.1 Ensayos de inhibición de la proliferación  usando línea celular HepG2 

Durante este estudio se realizaron una serie de ensayos en la línea celular HepG2, la 

cual había sido reportada  por otros investigadores en  ensayos de inhibición de la 

proliferación celular mediada por Cetuximab, una descripción más completa se puede 

evidenciar en la sección de antecedentes de este proyecto.  Para todos los ensayos evaluados 

se realizaron diferentes diluciones a partir una concentración de 5mg/mL del anticuerpo, la 

cual corresponde a la concentración que tiene este anticuerpo en su presentación comercial, 

la preparación de los tratamientos se describió anteriormente, los resultados obtenidos para 

este ensayo se encuentran en la (Figura 16 y 17). 
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Figura  16. Porcentaje de viabilidad celular. 

Obtenido a partir de diferentes concentraciones de tratamientos con Cetuximab (1, 5, 10, 50, 100 

y 500) µg/mL, la preparación fue descrita anteriormente. En el eje X se muestra los grupos 

evaluados a 48, 72 y 96 horas, en el eje Y se muestra el porcentaje de proliferación celular 

usando la línea celular HepG2. 
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Figura  17. Porcentaje de viabilidad celular.  

Evaluado a 72 y 96 horas, se prepararon diluciones 1:3 a partir de una concentración inicial de 

500 µg/mL hasta 0,22 µg/mL. 

 

4.2.2 Ensayos de inhibición de la  proliferación mediada por Cetuximab utilizando la línea 

celular  HCT-116. 

Para este ensayo se consideraron los aspectos mencionados anteriormente en los 

ensayos de inhibición de la proliferación celular en células HepG2. Los resultados para la 

inhibición de la proliferación celular evaluado en la línea celular HCT-116 se encuentran en 

la (Figura 18 y 19).  
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Figura  18. Porcentaje de viabilidad celular. 
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Obtenido a partir de diferentes concentraciones de tratamientos con Cetuximab evaluado a 48, 72 

y 96 horas en células HCT-116.  
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Figura  19. Porcentaje de viabilidad celular. 

Obtenido a partir de diferentes concentraciones de tratamientos con Cetuximab realizando 

diluciones 1:3 a partir de una concentración de 500 µg/mL hasta 0,22 µg/mL evaluado a 48, 72 y 

96 horas en células HCT-116.  

 

4.2.3 Ensayos de inhibición de la  proliferación mediada por Cetuximab utilizando la línea 

celular  BT-474 

 

Finalmente, se consideraron aspectos como la preparación de los tratamientos, 

numero de células/pozo y tiempos de exposición como las evaluadas en las líneas celulares 

HepG2 y HCT-116. Los resultados obtenidos para esta línea celular se visualizan en la 

(Figura 20). 
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Figura  20. Porcentaje de viabilidad celular del ensayo de inhibición de la proliferación. 

Mediada por Cetuximab a un tiempo de 72 horas y 96 horas a diferentes concentraciones del 

anticuerpo que van desde una concentración de 500µg/ml hasta 0,22 µg/ml en BT-474. 

 

 

Como se muestra en las Figuras anteriores, se recopiló la información obtenida durante 

este estudio donde se evaluó la inhibición de la proliferación celular mediada por  Cetuximab en 

tres líneas celulares diferentes HepG2, HCT-116 y BT-474, para esta última línea celular solo se 

realizó un experimento debido a que se presentó un comportamiento similar a los obtenidos con 

las otras líneas celulares.  

 Durante la investigación  realizada para la selección de las líneas celulares a implementar 

se pudo encontrar que en algunos de los ensayos donde evaluaban la capacidad de Cetuximab 

para inhibir la proliferación celular seguía un comportamiento de dosis respuesta. Según lo 

reportado por  (Levy et al., 2009) la mayor actividad antiproliferativa de Cetuximab se observó a 

la máxima concentración (100 µg/mL) usando la línea celular HCT-116, por otro lado, otros 

investigadores determinaron que la concentración optima de tratamiento para esta misma línea 

celular era de 8 µg/mL  donde se observó  una mayor inhibición del crecimiento celular de hasta 

un 50% con referencia al grupo control  (Kumar et al., 2014), sin embargo, varios autores han 

reportado esta misma línea celular como resistente a las terapias con Cetuximab donde su 
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inhibición fue insignificante incluso a la concentración más alta del tratamiento (Jeoung et al., 

2019),. La línea celular BT-474 no siguió el comportamiento esperado a la exposición del 

tratamiento como lo reportado por Fu et al, 2018, donde reportaron un comportamiento dosis 

respuesta presentando una inhibición de hasta 50% en su concentración más alta de 100 µg/mL. 

La línea celular  HepG2 había sido reportada por no ser muy susceptible a la terapia dirigida por 

este anticuerpo, alcanzando una inhibición de tan solo un 20%  al ser expuesta a una 

concentración de 2000 µg/mL de cetuximab (Xue et al., 2016). 

 Las terapias que involucran Cetuximab como monoterapia han presentado dificultades 

para detener el crecimiento de las celular cancerígenas tanto in vitro como in vivo, dentro de  las 

diferentes estrategias que han permitido mejorar la efectividad  de las terapias de Cetuximab Se 

ha reportado el uso de nanopartículas de oro que mejoran el efecto de Cetuximab en cáncer de 

colon (Leve et al., 2019), la utilización ácido tetrayodotiroacético en combinación con 

Cetuximab (Lee et al., 2016), con Icaritin (Yin et al., 2020), terapia molecular de doble diana de 

PP242  (Kong et al., 2021), también su aplicación con radioterapias y quimioterapias (Dutta & 

Maity, 2007) y en terapias combinadas con otros anticuerpos como Trastuzumab el cual es un 

mAb anti-HER2 (Zheng et al., 2014) (Kawaguchi et al., 2007) (Yamazaki et al., 2012)  

Es importante destacar que EGFR no es el único receptor que está involucrado en la 

proliferación celular, la familia de receptores de tirosinas quinasas (RTKs) como HER1, HER2, 

HER3 Y HER4 están involucrados en la proliferación, invasión, migración, sobrevivencia en 

muchos  tipos de cáncer, principalmente en  cáncer de mama, cáncer de pulmón y cáncer de 

ovario (Z. Wang, 2017). Se ha reportado que la sobreexpresión de tanto HER1 como HER2 

favorece la heterodimerización de forma ligando-independiente entre estos receptores 

disminuyendo la actividad inhibitoria de las terapias dirigidas con anticuerpos hacia estas 
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moléculas, la combinación de Cetuximab y Trastuzumab evaluada in vitro e in vivo  demostró 

tener  una mayor eficiencia para inhibir el crecimiento de las células que si se aplica estos mAb 

como monoterapia, disminuyendo de forma significativa el tamaño del tumor inhibiendo la 

heterodimeriación de EGFR/ErbB2 y su posterior activación y señalización (Zheng et al., 2014).   

Como consecuencia de los resultados obtenidos se decidió hacer un análisis de los 

posibles factores que pudieron hacen influenciado durante el desarrollo de este experimento. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la actividad antiproliferativa de EGFR es mediada por 

la unión del fragmento Fab del mAb Cetuximab en el dominio III de EGFR. La resistencia de 

terapia dirigida hacia este receptor ha sido evidenciada por otros investigadores, entre los 

factores a los cuales se asocian esta resistencia se encuentran los siguientes: 

1. Mutaciones EGFR y KRAS mutante 

Se ha reportado que las mutaciones estructurales en el dominio III de EGFR y mutaciones 

en el dominio de tirosina quinasas tienen altas implicaciones en la resistencia de terapias 

dirigidas hacia este receptor. Las mutaciones en genes involucrados en la señalización de EGFR 

son también uno de los factores conocidos que contribuyen a resistencia a Cetuximab, dentro de 

esas mutaciones se encuentra la mutación en la vía de señalización normal de KRAS que 

interfiere con la transmisión normal de este receptor, esta mutación ha sido reportada en 

diferentes tipos de cáncer, principalmente en cáncer de colon, por lo que los fármacos activos 

como este mAb y Panitumumab tienen complicaciones presentando efectos limitados en la 

supervivencia de los pacientes, donde se estima que alrededor del 30-40% de las células cáncer 

de colon que presentan esta mutación y las terapias utilizando Cetuximab como único agente no 

serán efectivas (Lee et al., 2016), es por eso que esta mutación puede ser utilizado como 

biomarcador preventivo para determinar si la terapia utilizando Cetuximab puede llegar a ser 
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efectiva (Brand et al., 2011). El uso prolongado de terapias anti-EGFR puede conllevar al 

desarrollo de mutaciones de KRAS (Kong et al., 2021). 

2. Vías de señalización alternas 

Se ha evidenciado que el efecto inhibitorio de Cetuximab se ve reducido en algunas 

líneas celulares que expresan el receptor EGFR, algunos estudios sugieren una vía de 

degradación alterna de EGFR mediada por la molécula de superficie CD44, esta glicoproteína de 

transmembrana no quinasa ha sido recientemente reportada en la atenuación de la degradación de 

EGFR mediante la endocitosis, de esta forma manteniendo las cascadas de señalización vía Akt 

(Fu et al., 2018). En este estudio demostraron la evidencia de que CD44 se internaliza a los 

compartimientos endosómicos bloqueando la translocación y degradación de EGFR mediada por 

Cetuximab en células de cáncer de mama resistentes a esta monoterapia. Al ocurrir la interacción 

entre esta inmunoglobulina con el receptor, este se internaliza para posterior degradación 

intracelular, dado a esto se puede llegar a ver disminuida la respuesta al tratamiento a elevadas 

concentraciones de Cetuximab producida por una saturación de la vía metabólica en el sistema 

(Galizia et al., 2007). 

3. Translocación del receptor 

Frecuentemente EGFR es conocido como una glicoproteína que se encuentra presente en 

la membrana plasmática de la célula, sin embargo, este también puede estar localizado en el 

interior de la célula en organelos como la mitocondria, núcleo y vesículas del comportamiento 

endosomal. Se ha reportado que EGFR y EGFR III puede hacer un proceso de translocación 

hacia la mitocondria celular, de esta forma volviéndolos menos susceptibles a las terapias 

dirigidas hacia este receptor de forma extracelular y muerte celular, la translocación de EGFR al 
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núcleo está involucrado como factor de cootranscripción de genes involucrados en la 

proliferación celular, es por esto que la localización de este receptor puede tener alta importancia 

en la progresión del cáncer. (Talukdar et al., 2020). El aumento de EGFR en el núcleo está 

altamente relacionado con un mal pronóstico en cáncer de mama, cuyo niveles de expresión altos 

en esta molécula estaban relacionadas con la resistencia a Cetuximab, información que fue 

demostrada en un modelo in vitro donde se comprobaba la translocación de este receptor al 

núcleo como protección a esta inmunoglobulina (Li et al., 2009).  

Tabla 4. Mecanismos de resistencia a Cetuximab. 

 

Mecanismo de 

resistencia 

Año 

Líneas de 

células 

cancerosas 

Enfoque científico 

Mecanismo de resistencia a 

cetuximab 

Aumento de la 

degradación 

de EGFR 

2007 

Cáncer de 

colon 

Modelo de 

resistencia 

adquirida in vitro 

- Las células resistentes tienen 

una mayor tasa de degradación de 

EGFR, lo que demuestra la 

importancia de los mecanismos 

alternativos para el crecimiento y 

la supervivencia. 

Desregulación 

de la 

internalización 

y degradación 

2008 

Cáncer de 

pulmón de 

células no 

pequeñas 

Modelo de 

resistencia 

adquirida in vitro 

- Las células resistentes tienen 

niveles elevados de EGFR debido 

a la degradación desregulada a 

través de la pérdida de unión a la 
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de EGFR (NSCLC) ubiquitina ligasa E3 c-Cbl 

Cambio 

oncogénico 

2008 

NSCLC y 

Cáncer de 

cabeza y 

cuello 

(HNSCC) 

Modelo de 

resistencia 

adquirida in vitro 

- Las células resistentes tienen 

niveles de expresión aumentados 

de EGFR, HER2, HER3 y C-Met 

- EGFG ha aumentado la unión a 

estos receptores, lo que indica el 

papel de la heterodimerización en 

la resistencia 

Localización 

subcelular de 

EGFR 

2009 NSCLC 

Modelo de 

resistencia 

adquirida de 

xenoinjertos in 

vitro e in vivo 

- Las células resistentes tienen 

niveles aumentados de EGFR 

nuclear inducido por ligando 

- La inhibición de con el fármaco 

Dasatinib puede bloquear la 

localización nuclear de EGFR y 

volver a sensibilizar las células 

resistentes a cetuximab 
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2009 

Cáncer de 

mama y 

pulmón 

Líneas celulares 

transfectadas de 

forma estable con 

MDGI cultivadas 

en matrigel 3D e 

in vivo 

- La expresión de MDGI puede 

inducir la localización 

intracelular de EGFR, evitando 

que su capacidad se vea afectada 

por el tratamiento con cetuximab 

Activación 

constitutiva de 

moléculas 

efectoras de 

EGFR 

2010 NSCLC 

Modelo de 

resistencia 

adquirida in vitro 

La proteína Homóloga de 

fosfatasa y tensión (PTEN) se 

degrada en células resistentes a 

cetuximab, lo que lleva a la 

activación constitutiva de AKT 

2009 NSCLC 

Modelo de 

resistencia 

adquirida in vitro 

- Las células resistentes tienen 

una mayor actividad de las 

quinasas de la familia Src(SFK), 

lo que lleva a una mayor 

actividad de AKT 

- El inhibidor de SFK Dasatinib 

puede sensibilizar a las células 

resistentes a cetuximab al reducir 

la activación de SFK y AKT 

2010 
Cáncer de 

colon 

Modelado in vitro 

e in vivo de líneas 

- Las células mutantes KRAS 

CRC han aumentado la 
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(CRC) celulares 

tumorales con 

KRAS mutado 

activación de SFK 

- La inhibición de las SFK puede 

sensibilizar a los mutantes de 

KRAS a  Cetuximab in vitro e in 

vivo al disminuir la señalización 

a través de las vías MAPK, B-

catenina y STAT 

Aumento de la 

expresión de 

los factores de 

crecimiento de 

la familia 

HER 

2010 HNSCC 

- Uso de líneas 

celulares 

resistentes y 

sensibles a 

cetuximab 

publicadas 

anteriormente. 

-Las líneas celulares resistentes 

tienen una mayor expresión del 

ligando Heparin Binding (HB-

EGF) debido a una disminución 

del microRNA 212 (miR-212) 

- Examen de 

muestras de 

tumores y 

muestras de 

plasma de 

pacientes 

- Los pacientes con tumores 

recurrentes tienen una mayor 

secreción y expresión del ligando 

HB-EGF 



 

 

66 

NSCLC: Cáncer de pulmón de células no pequeñas,  HNSCC: Cáncer de cabeza y cuello, 

CRC: Cáncer colorrectal, SFK: quinasas de la familia S-rc,  PTEN: proteína Homóloga de 

fosfatasa y tensión, HB-EGF: Heparin Binding-EGF 

Debido a la resistencia presentada por células cancerígenas a las monoterapias usando 

Cetuximab, muchos investigadores han sugerido el uso de terapias  combinadas de cetuximab 

con otros mAbs como lo es en el caso de anticuerpos dirigidos hacia el receptor de muerte 

programada-1 (PD-1), mejorando la supervivencia de los pacientes con este tipo de enfermedad 

mostrando buenos efectos antitumorales en las células tumorales (Kong et al., 2021), así como 

inhibidores de quinasas, terapias alternativas como la quimioterapia o radioterapia para el 

tratamiento del cáncer, esto se sustenta debido a que Gefitinib y la inmunoglobulina C225 debido 

a que mejoran la respuesta de estas células malignas a la radiación. Como ya se ha mencionado 

anteriormente Cetuximab bloquea el ciclo celular aumentando las células presentes en fase G1, 

etapa en la cual estas células son más radiosensibles, simultáneamente de esta forma  disminuye 

el número de células en el estadio del ciclo celular S donde son menos sensibles a esta terapia 

(Dutta & Maity, 2007).  

 La reparación de ADN después de someterse a radiación esta disminuido por el uso de 

Cetuximab, de la misma forma se han demostrado efectos apoptóticos inducidos por radioterapia, 

la inhibición de EGFR mediado por cetuximab disminuye los niveles de proteínas anti 

apoptóticas como Bcl-2 y aumenta los niveles de Bax, una proteína pro apoptótica (S. M. Huang 

et al., 1999). Por otro lado,  también puede mejorar la eficacia de la quimioterapia al hacer las 

células más quimiosensibles por la supresión de la reparación  del ADN, por lo que los 

inhibidores de EGFR podrían aumentar la muerte celular producida por la quimioterapia (Dutta 

& Maity, 2007). Recientes reportes han dejado en manifiesto que Cetuximab no es efectivo en 
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administración como solo agente, recomendando su uso con FOLFIRI y FOLFOX, ambos siendo 

compuestos químicos utilizados en algunas quimioterapias que actúan inhibiendo la síntesis de 

DNA y formación de microtúbulos (Jeoung et al., 2019).  Sin embargo, al igual que la 

suministración como monoterapia de Cetuximab puede tener efectos adversos en estudios 

clínicos, la administración de este anticuerpo en combinación con quimioterapia también ha 

reportado pacientes con diarrea, leucopenia y astenia principalmente (Galizia et al., 2007). 

4.3. Validación de la metodología.  

 

En el estudio realizado se estableció como objetivo obtener una metodología validada que 

permitiera  evaluar la inhibición de la proliferación celular mediada por Cetuximab, la 

importancia de una metodología validada radica en que es crucial para garantizar la confiabilidad 

del método propuesto, así como la seguridad y la calidad de los resultados. 

Durante la validación, es importante tener en cuenta ciertas características de acuerdo con 

las pautas establecidas por el International Council for Harmonisation (ICH). Estas 

características incluyen evaluar la especificidad de la molécula hacia su objetivo, lo cual implica 

examinar la capacidad del anticuerpo para reconocer y unirse selectivamente a la molécula 

objetivo en presencia de moléculas relacionadas. También se debe considerar la selectividad de 

la  metodología para detectar y distinguir el analito de interés en presencia de otros componentes 

de la matriz que no son específicos. Además, la exactitud y la precisión son parámetros 

esenciales que deben evaluarse durante la validación.  

Como parte de la estandarización de la metodología  se realizaron los diferentes 

experimentos  descritos anteriormente en la sección 4.1 y 4.2 de este documento.  Para evaluar el 

efecto antiproliferativo inducido por los diferentes compuestos utilizados en los estudios in vitro 
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se debe de considerar  que estos sean sensibles y reproducibles (Pablo Maiso, 2012), una forma 

de determinar la reproducibilidad es calculando el coeficiente de variación (CV), el cual se 

utiliza en ensayos in vitro para determinar la variabilidad  de los resultados. Para asegurar la 

confiabilidad de los experimentos, se consideró que el rango aceptable de coeficiente de 

variación debería ser menor al 25% con base en la información proporcionada en el bioanalytical 

method validation and study sample analysis (ICH HARMONISED GUIDELINE,2022). La 

variabilidad observada plantea preocupaciones en términos de la validez y confiabilidad del 

método analítico in vitro para inhibir la proliferación celular. 

Es esencial identificar las posibles fuentes de variabilidad en el método analítico y revisar 

los parámetros críticos del método, como el tiempo de incubación, la concentración del 

anticuerpo y el número de células por pozo, ya que, pequeños cambios en estas condiciones 

pueden tener un impacto significativo en la variabilidad de los resultados. 

Por otro lado, los resultados no se encuentran dentro de los límites establecidos para la 

repetibilidad y reproducibilidad por lo que se debe evaluar si es posible mejorar estos 

parámetros. Se pueden llevar a cabo estudios adicionales para evaluar la variabilidad 

intraoperador e interoperador. Un mayor número de replicaciones, más allá de los duplicados y 

cuadruplicados utilizados en este estudio, y el empleo de análisis estadísticos adecuados, como el 

cálculo del coeficiente de variación, pueden proporcionar una mejor estimación de la 

variabilidad y generar mayor confianza en los resultados. Es importante evaluar la consistencia y 

estabilidad del método mediante estos análisis. 

Como ya se ha mencionado anteriormente,  la inhibición de la  proliferación por CTX en 

este estudio no siguió un comportamiento dosis-dependiente al analizar las concentraciones más 

altas y más bajas de los experimentos. Para obtener la validación de una metodología se requiere 
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que los resultados  cumplan con ciertos atributos como los mencionados en el apartado de 

validación de métodos analíticos como la especificidad, reproducibilidad, exactitud y precisión 

del experimento, los resultados obtenidos aquí no cumplieron con estos atributos por lo que no se 

pudo obtener la validación de esta metodología.  

Conclusión 

 

Se estableció una metodología que permite evaluar la inhibición de la proliferación 

celular mediada por Cetuximab, sin embargo, no se pudo obtener una validación debido a que los 

resultados presentaban variabilidad entre las repeticiones de los ensayos y por el tamaño de 

respuesta obtenido en las diferentes concentraciones del anticuerpo evaluadas. 

Recomendación 

 

Se recomienda evaluar la actividad antiproliferativa de Cetuximab en la línea celular 

A431, la cual ha sido reportada por varios investigadores que se observa una gran actividad 

inhibitoria por parte de este anticuerpo monoclonal y de esta forma poder establecer de forma 

más detallada una metodología que permita inhibir la proliferación celular in vitro en células 

resistentes al uso de este anticuerpo. 
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