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RESUMEN

La presencia de receptores para ¢l EGF en los tumores humanos mas indiferenciados y ¢l hecho de que
el FGT inhibe la proliferaciaon de las celulas de carcinoma A431 in vitro, nos sugirio la posibilidad de
evaluar 1os efectos del EGE it vivo, en animales portadores de tumores, Ll tumor ascitico de Ehrlich
en ratones fue el modelo escogido. El EGF inyeetado en region subcutdnea tuvo una ripida distribu-
ci6n, alcanzando el peritoneo v reconociendo los receptores especificos en las células tumorales. Los
valores pico se obluvieron en una hora. La expresidn de receptores para ¢l EGF en lag células dismi-
nuye durante, al menos, cince horas. La inyeccion de LGIY inhibid la incorporacion de timidina al
material dcido-insoluble de las células tumorales. Este efecto fue dependiente de la dosis v se obtuvo
tanto con EGL murino como con EGE humano. Estos resultados plantean la posibilidad de extender
el concepto de dependencia hormonal en los tumores al control de la proliferacion por los factores de
creciuniento,

SUMMARY

The presence of EGI receptors in non-differentiated human tumors and the fact that EGE inhibits
cell proliferation in A431 carcinoma cells in vitro suggested us Lo evaluate iz vive the effect of LGE in
tumor-bearing animals.  Fhrlich ascitis tumor in mice was the model of choice. EGI given subcutane-
ously underwent rapid distribution reaching the peritoneum and recognizing tumor cell specilic
receptors,  Peak values were obtained at one hour, The expression of receptors for EGL in tumor
cells were diminished for at least five hours. The injection of EGL inhibited thymidine incorporation
to acid-insoluble material of tumor cells. This effect was dose-dependent and was oblained either
with murine or human LGE.  Probably, the concept of hormone-dependence in tumors could be
extended to cover growth control by peptide growth factors,

INTRODUCCION

El control de la proliferacion celular a través de los factores de crecimiento se ha relacionado
con la transformacion neopldsica a partir de tres lineas de evidencia: primera, el hecho de que
las células transformadas en cultivo tienen menores requerimientos de factores de crecimiento
para la proliferacion (Clarke et al, 1970: Dulbecco, 1970; Scher et al., 1978); segunda, cl
hallazgo de que algunas células transformadas en cultivo (Todaro etal., 1981: Kaplan etal., 1981)
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y tumores in vivo (Nickell er @/, 1983) liberan factores de crecimiento: tercera, la relacion que
se ha establecido recientemente entre los factores de crecimiento. o sus receptores, y los produc-
tos de los oncogenes (Downward et al, 1984 Heldin y Westermark, 1984).

Nuestro laboratorio ha trabajado en los tltimos afos sobre el Factor de Crecimiento Epidér-
mico (EGF) v su relacion con las neoplasias malignas (Pérez et al., 1984; Macias et al, 1985 y
1985a; Lage er al, 1985). En 1984 publicamos que parte de los tumores mamarios humanos
presentan receptores de alta afinidad para el EGF y que existe una relacion inversa entre la
expresion de losreceptores de EGF y la expresion de los receptores de estradiol (Pérez eral., 1984).
~ La idea de explorar las posibilidades de manipular el sistema EGF/receptor para interferir
en la proliferacion de los tumores, se sustenta en los siguientes antecedentes: primero, los
receptores de EGF existen en los tumores experimentales y humanos, especialmente en los
mads indiferenciados (Pérez ¢t al., 1984; Libermann ¢t al., 1984); segundo, el EGF, ademds de su
efecto mitogénico, regula la expresion de funciones de diferenciacion (Johnson et al., 1980;
Schonbrunn er al., 1980), especialmente en tejido mamario (Tonelli ef al, 1980; Okamoto y
Oka, 1984); tercero, el EGF inhibe la proliferacion de las células de carcinoma humano en
cultivo A431 (Barnes, 1982) y este efecto se relaciona con la alta expresion de receptores en
esas células (Lifshitz er al, 1983).

En este articulo presentamos un estudio del efecto del EGF in vivo sobre ratones portadores
del tumor ascitico de Ehrlich. Este tumor fue seleccionado como modelo experimental por su
alto contenido de receptores de EGF, aproximadamente 107 sitios por célula (R. Pérez, INOR,
comunicacion personal).

MATERIALES Y METODOS

Factor de crecimiento epidérmico murino

El EGF murino (mEGL) fue obtenido de glandula submaxilar de raton macho por el método de Savage y
Cohen (1972), con maodificaciones menores, Brevemente, el tejido fue homogeneizado en dcido acético
0,5 M v ultracentrifugado (100 000 g, 60 min) y el sobrenadante fue liofilizado, resuspendido en HCl 0,05 N/
NaCl 0,15 M. recentrifugado y fraccionado en columna de biogel P-10, aprovechando la propiedad del mEGIY
de absorberse a pH acido en la matriz de acrilamida. [l EGFE eluyo en un pico a 1.6 veces ¢l volumen total de
la columna y fue sometido a ultrafiltracion (Amicon, limite de peso molecular 1 000) v a un paso final de
purificacion en columna de DEA@-celulosa, eluyéndose con un gradiente de 0,02 M-0.2 M de acetato de
amonio pH 5 6.

El EGF fue radioiodado por el método de la cloramina-T (Hunter v Greenwood, 1962).

Factor de crecimiento epidérmico humano

L] EGF humano (hEGF) fue purificado a partir de orina de mujer embarazada, mediante el método de
Cohen y Carpenter (1975), con modificaciones menores. Brevemente, la orina fue adsorbida con acido
benzoico y el polvo benzoico fue extrardo con etanol. Ll extracto etanolico fue rotoevaporado, redisuelto
en NaOH hasta pH 9,0 y desalado en columna de Sephadex G-10. Ll material excluido de Sephadex G-10
fue concentrado por rotoevaporacion y raccionado en Sephadex G-50. El pico de FGI fue identiticado
por ¢l método de radiorreceptor analisis, previamente descrito por nosotros (Macias ef al., 1985a). Este
material fue finalmente sometido a dos pasos sucesivos de purificacion por cromatograiia de intercambio
ionico de DLAL-celulosa y CM-celulosa respectivamente.

Determinacion de receptores

El nimero de receptores de LGF en la membrana de las células se determind midiendo la union especilica
de "*ILEGT (150-200 MCi/pg) a células enteras de la ascitis de Ehrlich, en presencia de diez concentraciones
diferentes de LGl no marcado, de 0,1 a 50 yg/ml, como fue descrito previamente por nosotros (Macias et al,
1985). Los resultados se ajustaron a una linea recta segin el grafico de Scatchard (1969).
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Incorporacion de timidina in vivo

Se utilizaron ratones hembras de 20 gramos de peso, inoculados previamente (5-7 dias) con 2. 10% células
del tumor ascitico de Lhrlich en la cavidad peritoneal. Ln cada experimento, el grupo de pruebas fue inyec-
tado con FGF subcutineo en la region dorsal. Se incluyeron dos grupos de control: en ¢l grupo “‘control
positiva™, los ratones recibicron § mg de ciclofosfamida subcutdnea, v en el grupo “‘control negativo™ no
recibieron tratamiento previo a la inyeccion de timidina. Después de seis horas, todos los ratones recibieron
40 uCi de *H-Timidina (Amersham, 55.4 Ci/mmol) ¥ después de una hora adicional (tiempo de “pulsa’)
fueron sacrificados. La cavidad peritoneal s¢ lavd con solucion salina tamponada con fostato (PBS) v las
celulas se sedimentaron (200 g, 10 min, 4%y v se lavaron una vez mis con PBS.

 Despues de contarlas, las celulas se diluyeron convenientemente para obtener dos sedimentos de 5. 10°
células de cada animal, Cada sedimento se resuspendio en dcido tricloroacctico (TCA) al 10 por ciento en
bafio de hielo, v ¢l material insoluble en TCA fue sedimentado (2 000 g, 10 min, OOC} lavado una vez mas
con TCA frio. El sedimento final se disolvio en NaOH 0,2 N (una hora a temperatura ambiente) y se contd
la radiactividad mediante centelleo liquido (Aquasol, NEN eficiencia 36 por ciento). Las medias de la radiac-
tividad TCA-insoluble en cada grupo se compararon mediante una prueba estadistica de diferencia de medias
para pequenas muestras (# de Student). La cantidad de proteinas se estimo por el metodo de Lowry (Lowry
etal, 1951).

RESULTADOS

Distribucion del EGF subcutaneo

El Factor de Crecimiento Epidérmico murino inyectado en la regién subcutdnea dorsal de
los ratones, se distribuyo rapidamente, alcanzando la cavidad peritoneal. Desde los 15 minutos
a partir de la inyeccion de EGF, se recupero radiactividad de 125_.EGF en la cavidad peritoneal
(tabla 1). La concentracion pico se obtuvo en una hora y posteriormente se mantuvo la radiac-
tividad en el liquido ascitico durante al menos seis horas, en un nivel que equivale aproximada-
mente al 1 por ciento de la radiactividad inyectada.

Tabla |
DISTRIBUCION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

Cantidad de EGF en el liguido ascitico

Tiempo CPM pe EGF equivalente Por ciento del total
15 min 27764 = 6074 876 £ 192 1.3

| hora 83310 £ 22712 2630 = 71,7 4.0

2.5 horas 29080 + 10408 91,7 £ 328 1.4

6 horas 24570 £ 1130 776 £ 36 1.2

Los animales portadores del tumor ascitico de Ehrlich recibieron 2,09 . 10° cpm (6,6 ng) de 123 mEGF
(200 pCi/ug) region subcutanea dorsal. A diferentes tiempos despudés de la inveccion, e extrajo liquido asci-
tico de la cavidad peritoneal (volumen total, 2 ml) para conteo de radiactividad (eticiencia de conteo 0.,72).

La tabla expresa las cantidades de radiactividad encontradas en el liquido ascitico en cpm, la cantidad
estimada de EGE a la que corresponde esa radiactividad, v el porcentaje con relacion a la cantidad inyectada,

Efecto del EGF sobre la expresion de sus receptores

Cuando se inyectdo mEGF subcutdneo, se produjo una disminucién de la cantidad de recep-
tores medibles en las células tumorales de la cavidad peritoneal (tabla 2), que se mantuvo
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durante, al menos, cinco horas. A las 24 horas, la expresion del receptor de EGF ya habia
comenzado a recuperarse. Estos resultados indican que el EGF inyectado en region subcutdnea
no solo llega a la cavidad peritoneal, sino que llega sin alteraciones que afecten su capacidad de
reconocer los receptores de membrana y provoca su regulacion negativa.

Tabla 2
EFECTO DEL EGF SOBRE LA EXPRESION DE RECEPTORES EN LAS CELULAS TUMORALES

Receptores de EGHF

Tiempo Sitios por célula Porcentaje
0 37500 £ 3676 100

| hora 13767 £ 3213 37

5 horas 8633 £ 3528* 23
24 horas 21 050 £ 94687 56

Los animales tueron inyectados con 50 (g de EGI subcutdneo en la region dorsal. A diferentes tiempos
se extrajo 0,2 ml de liquido ascitico, se lavaron las células con PBS v se utilizaron para la determinacion de
receptores de EGF, midiendo la unidn especifica de 1251-LGF.

El experimento se hizo en triplicado. Los asteriscos indican que la diterencia de medias entre ¢l contenido
de receptores en ese tiempo v en el tiempo cero tue estad (sticamente significativa (p = 0.01).

Efecto del EGF sobre la incorporacion de timidina

La inyeccion de mEGF en la region subcutanea produjo una disminucion de mads del 70 por
ciento en la incorporacion de timidina radiactiva al material dcido-insoluble de las células
tumorales de la cavidad peritoneal. Este efecto se obtuvo con la dosis de 100 pg de EGF
(tabla 3).

Tabla 3
EFECTO DEL EGF MURINO SOBRE LA INCORPORACION DE TIMIDINA

Incorporacion de SH-timidina al material dcido-insoluble

Grupo {epmimillon de células) (%) (epm/mg de proteina) (%)
Control (- ) 20 989 = 5 850 100 143 959 £ 28 931 100

Ciclofosfamida (control +) 3321 = 1 204% 15.8 17629 = 4 826* 12,2
mEGF 50 pg/raton 18676 £ 3 804 890 118 322 * 36 666 82,0
mEGE 100 pg/raton 5860 £ 2906 279 36 149 = 20 042* 21,8

Los animales tueren divididos en coatro grupos: el grupo control negativo no recibio tratamiento: el
control positivo recibio 5 mg de ciclofosfamida por raton v los grupos de prucha recibieron 50 gg v 100 ug
de FGL. respectivamente, en la region subcutanea dorsal, Despudés de seis horas todos los animales recibieron
un pulso de una hora con 40 uCi de *-Timidina intraperitoneal ¥ posteriormente se extrajeron las celulas
de la ascitis v se conto la radiactividad mcorporada al material celular precipitable con TCA. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas en relacion con el grupo control (p = 0,025).

Un efecto similar pudo obtenerse empleando EGF de origen humano (tabla 4).
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Tabla 4
EFECTO DEL EGF HUMANO SOBRE LA INCORPORACION DE TIMIDINA

Incorporacion de timidina al material TCA-insoluble

Grupo {epmt por millon de células) (%)
Control { ) 17 064 + 4 222 100

Cicloluosfamida control (+) 2617 £ 971* 15,5
hLEGE 20 pgfraton 3804 £ 929% 223

Los animales fucron divididos en tres grupos: el grupo control (—) no recibid tratamiento; el grupo
control (+) fue inyectado con 5 mg subcutaneo de ciclofosfamida, y en el grupo de prucba cada animal
recibio una inyeceion subecutinea de 20 pg de hEGE. Después de seis horas todos los animales recibieron
un “pulso’” de 40 uCi de 3-Timidina intraperitoneal durante una hora. Al finalizar el pulso los animales se
sacrilicaron y se contd la radiactividad incorporada a la fraccion TCA-precipitable de las células tumorales de
la ascitis. Los asteriscos mdican diferencia estadisticamente significativa (p = 0,01) con el grupo control.

DISCUSION

Los resultados de los experimentos presentados demuestran: primero, que el EGF inyectado
en la region subcutdnea se distribuye rapidamente y alcanza la cavidad peritoneal; segundo, que
el EGF se distribuye en forma activa, capaz de reconocer los receplores especificos de mem-
brana; tercero, que el EGF provoca in vivo un efecto de inhibicién de la incorporacion de timi-
dina al material dcido-insoluble.

Es importante notar que el efecto de inhibicion de la incorporacion de timidina es indepen-
diente del origen del EGF (murino o humano). El EGF murino se obtiene purificado a homo-
geneidad por el procedimiento descrito. Ademds, el hecho de que el efecto de inhibicion se
obtenga también con EGF de otro origen (humano) y purificado por un procedimiento comple-
tamente diferente, indica que la inhibicion de la incorporacion de timidina es provocada por el
propio EGF y no por impurezas o moléculas que copurifiguen con €l en pequenias cantidades.

Segin nuestra informacion, este es el primer reporte en la literatura de un efecto inhibitorio
del Factor de Crecimiento Epidérmico sobre células tumorales in vive, En 1982, Barnes publico
que el EGF inhibe la proliferacion de células A431 en cultivo (Barnes, 1982} y posteriormente
Buss v colaboradores demostraron que este efecto es dependiente de la alta concentracion de
receptores de EGF en la membrana de estas células (Lifshitz ¢t al., 1983).

Nosotros encontramos que aproximadamente la mitad de los tumores mamarios humanos
expresan sitios receptores especificos para ¢l EGF, v en el 21 por ciento de ellos hay una
elevada expresion de estos receptores (Pérez er al, 1984: Macias et al., 1985),

Si resultase un hecho general el efecto inhibitorio del Factor de Crecimiento Epidérmico
sobre la sintesis de ADN en células con elevada expresion de receptores, ello tendria impor-
tantes implicaciones, pues en el orden practico plantearia la posibilidad de obtener efectos tera-
péuticos en tumores con este factor de crecimiento, y desde el punto de vista tedrico, ampliaria
el concepto de “dependencia hormonal™ de los tumores a nuevos reguladores biologicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo deben ahora ser verificados en nuevos v diferentes
sistemas experimentales para evaluar la generalidad del fenomeno encontrado.
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