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SUMMARY

We have analyzed the expression of Epidermal Growth Factor
(EGF) receptor on 11 human lung cell carcinomas established cell
lines which are representative of the major four histologies types
of lung cancer. We found differential expression among non small
cell lung cancer and small cell carcinomas, five of six were positive
in N-SCLC however only one of five was positive in SCLC for the
expression of de receptor. The effect of EGF over the cells lines
which had the higher amounts of receptors was growth
stimulatory.

RESUMEN

La expresién del receptor para el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) fue estudiada en 11 lineas de cincer de pulmon
establecidas en cultivo, las cuales son representativas de los cuatro
tipos histoldgicos mas abundantes de esta localizaciéon. Las
cantidades de receptores son expresadas de forma diferencial. En
el grupo de carcinomas de células grandes (N-SCLC) cinco de seis
lineas estudiadas fueron positivas para la presencia del receptor,
y en el grupo de carcinoma de células pequeiias (SCLC) donde
s6lo una de las cinco estudiadas resulté positiva para la presencia
del receptor. El efecto del EGF humano recombinante sobre las
lineas con mayor cantidad de receptores fue de estimulacién del
crecimiento.

INTRODUCCION

Debido al rol fisiolégico del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y su receptor (EGF-R) en el
crecimiento y la diferenciacion celular (Cohen y Elliot,
1963) y su relacion con la transformacion maligna (Pérez
y Lage, 1986), numerosos estudios han sido realizados
en tumores primarios y lineas celulares establecidas a
partir de tumores. Estos estudios han demostrado el
valor prondstico de los receptores de EGF en el
carcinoma de mama (Macias et al., 1987), y su
importancia en otras localizaciones malignas como
los tumores ncurogliales (Libermann et al., 1984),
renales (Neal et al., 1985). En otro sentido han sido

dirigidos los trabajos que aprovechan la presencia del
receptor en las células asi como la misma molécula
de EGF para la hormonoterapia del cancer. Mausi ef
al., (1984) trataron tumores mamarios humanos
xenotransplantados en ratones desnudos con
anticuerpos monoclonales contra el EGF-R produciendo
inhibiciones del crecimiento tumoral. Lombardero ef al.,
1986 reportaron inhibicion de la incorporacién de
timidina en el tumor ascitico de Ehrlich con EGF a
una dosis de 100 ng/kg. Después de encontrar
evidencias de inhibicion del crecimiento de tumores
epiteliales (A-431, epidermoide de vulva y CPH-3,
epidermoide de pulmoén) con alta expresion EGF-R,
Fonseca et al. (1988) trataroncon EGF tdpico a altas
dosis a pacientes con carcinomas cutdneos, logrando
respuestas parciales.

El cdncer de pulmon puede ser dividido en dos
grandes grupos carcinoma de células pequefias (SCLC)
y de células grandes (N- SCLC). Esta distincion estd
basada en diferencias morfoldgicas, bioquimicas, y en
la respuesta a la quimio y radioterapia (Gazdar et al.,
1985, Minna ef al., 1982). El grupo N-SCLC con 70%
del total de los casos incluye segin la clasificacion de
la Organizacion Mundial de la Salud de Ginebra (1981)
a tres grupos: adenocarcinoma (ADC), carcinoma
epidermoide o escamoso (SQC) y carcinoma de células
grandes indiferenciadas (LCC). Este grupo presenta
una marcada resistencia a la quimio y radioterapia, alta
expresion de marcadores epiteliales y en menor medida
marcadores neuroendocrinos, a diferencia de SCLC
que en principio es mds sensible a la terapia y expresa
mayormente los marcadores neuroendocrinos y no los
epiteliales (Bergh et al., 1981, Gazdar et al., 1983,
Betsholtz ef al., 1987). Es necesario aclarar que aun
siendo este ultimo grupo mas sensible a la terapia, la
sobrevida por largos periodos de tiempo es solamente
de 1-5% de los pacientes (Bergh et al., 1981).
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Teniendo en cuenta el origen epitelial del carcinoma
de pulmén nosotros hemos determinado la expresion
del EGF-R en 11 lineas de cdncer de pulmén
establecidas 5 SCLC y 6 N-SCLC, a través de radio
andlisis de receptorores. Todas las lineas N-SCLC
excepto una, expresan el receptor con la misma afinidad
que es reportada en la literatura. Opuesto a ésto, solo
una de las 5 SCLC presenta receptores para el EGF.Las
lineas con mayor cantidad de receptores fueron
utilizadas para ensayar el efecto de altas
concentraciones de EGF in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celuares
Las lineas celulares empleadas fueron:

SCLC- NCI H 82 (Carney et al., 1985), U1285, U1690, U 1906,
y U2020 (Bergh et al., 1981, 1982 and 1985) que crecen en
suspensiéon. N-SCLC NCI H 23, NCI H 125 ADC (Gazdar et al.,
1980, Carney et al., 1985 ); U1810 (Bergh et al, 1985), NCI H 157,
NCI H 661 (Carney et al., 1985) LLC; U1752 (Bergh et al., 1981)
SQC todas estas crecen adheridas y es necesario el uso la
tripsinizacién en su manipulacién . Todas las células crecieron en
medio de cultivo RPMI-1690 (SEROMED, Berlin, RFA)
suplementado con 10% de suero de ternera sin ingerir calostro
(CUBAVET, Habana Cuba), y antibidticos, manteniéndose a
37°C en atmésfera de aire CO, (95- 5%). La viabilidad fue
calculada antes de cada experimento con tripin azul, siendo
siempre mayor del 90%.

Radio andlisis de receptores

La determinacién de los receptores se hizo segun la técnica
descrita por Macias et al., (1986). Para N-SCLC 5 x 10° células se
sembraron por pozo en placas de 24 pozos, incubindose por el
periodo de tiempo necesario para su adhesion. El medio de cultivo
fue eliminado mediante tres lavados con solucién salina tamponada
con fosfatos (PBS), con 10 mM de cloruro de magnesio, realizindose
el ensayo en la misma placa. La dnica variante al método
originalmente descrito fue para SCLC donde se utilizaron 10°
células por punto y el ensayo realizé en tubos de centrifuga
(LUCKHAN, Burgess G.B.) porque las mismas crecen en
suspension. El ensayo se realizd de la siguiente forma, las células
en la monocapa o la suspension celular se incubaron en tampén
de union (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM MgCl,, 0.1% BSA)
con aproximadamente 104 cpm de 1'?* EGF (150-200 pci/pg) y
una serie de diluciones seriadas de EGF no marcado (0, .1, .2, .5, 1,
2, 5, 10, 20, 50, 100 y 1000 ng/mL; este Gltimo punto para determinar
la unién inespecifica) durante una hora a temperatura ambiente en
un volumen total de 0.5 mL. La incubacién se detuvo con 1.5 mL
del tampdn de unidn frio seguida de dos lavados con PBS para la
monocapa y lavados con centrifugacién para la suspensién celular.
La radioactividad fue arrastrada con 150 mL de NaOH 1.5 M en el
caso de la monocapa en el sedimento, en el caso de la suspensién
celular , se realizé en un contador gamma. La determinacion de la
constante de disociacién Kd y la cantidad de sitios de unién o
receptores por células fue hecha segiin el andlisis de Scatchard,
(1949). Los ensayos para cada linea celular se realizaron tres veces
y los valores mostrados representan la media de los mismos. Como
control se uso el carcinoma epidermoide de vulva A-431 con
alrededor de 10% sitios de unién por célula y una constante de
disociacion de 10 M.

Curvas de crecimiento

A todas las lineas celulares se le determinaron las
condiciones éptimas y minimas de crecimiento en
dependencia de las concentraciones de suero. Para ello se
sembraron a diferentes tiempos 10° células en placas de
cultivo de 24 pozos. Las capas celulares crecidas en los pozos
se lavaron con PBS y desprendiéndose por adicion de 100 mL
de NaOH | M durante 2 h a temperatura ambiente,
siguiéndose la cinética de crecimiento durante 10 dias, las
cantidades de células se determinaron indirectamente a
través de la cantidad total de proteinas, medidas por el
método de Lowry (Lowry et al.,, 1951). Los ensayos se
hicieron por triplicado.

Ensayos con EGF

Condiciones de crecimiento éptimas (10% de suero y minimas
1% de suero). Con el fin de determinar un efecto inhibidor o
estimulador del EGF, se diseilaron ensayos usando EGF humano
recombinante (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia) a
10,100, y 1000 ng/mL. Se sembraron 5x10% células por pozo
incubdndolas 1, 3, 5, y 7 dias con las diferentes concentracriones
de EGF con reposicion de medios cada dos dias. Se incluyé un
control de medio sin EGF y con la concentraciéon de suero
determinada. Cada punto se hizo por triplicado al igual que el
ensayo, la determinacién de las cantidades de células se hizo segiin
la técnica descrita anteriormente. Para la comparacién de los
datos se usd un test estadistico de comparacién de medias no
paramétrico (U de Mann Whitney).

RESULTADOS

Receptores

La tabla 1 muestra la cantidad de receptores por
célula y la constante de disociacion para cada linea
celular. Las lineas de mayor cantidad de receptores
(alrededor de 10° sitios/célula) fueron las U 1752 SQC,

Tabla 1
Constantes de disociacién (Kd) y cantidades de receptores de

las lineas celulares de ciancer de pulmoén.

Linea Tipo KD 10°M C.‘::::::‘rle: ‘
celular histolégico sitios/células
NCI H23 ADC 606+ 1.4 | 29 17x10*

NCI H125 ADC 423 % 0.2 1.62 + 0.3x10°
NCI K157 Lcc 266+ 0.44 | 1.27 +0.1x10°
NCI H661 Lcc . .

U-1810 Lcc 1.40 + 0.56 | 732+ 2.8x10°
U-1752 sQC 1.88+ 022 | 130 *026x10°
NCI 1182 scLc - .
U-1285 SCLC - .
U-1690 sCLC 247+ 13 2.40 + 1.44x10°
U-1906 SCLC - -
U-2020 SCLC . .

Las cifras representan los valores medios de los resultados de tres
ensayos diferentes con sus desviaciones estindar.
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Fig. 1. Efecto del EGF sobre la linea celular U 1752 (SQC) en el tiempo. * p < 0.05% ** p < 0.01%. a) condiciones minimas de
crecimiento, 1% suero de ternera. b) condiciones éptimas de crecimiento, 10% suero de ternera.

H125 ADC y H157 LCC, seguidas por H23 ADC y
U 1690 SCLC con 10 sitios/célula. Por dltimo, se
determind que la linea U1810 LCC tenia
aproximadamente 103 sitios/célula. El resto de las
lineas celulares resultaron negativas para la expresion
del receptor. De un total de seis N-SCLC, cinco
fueron positivas, s6lo la H661 resultd negativa, y tres
de ellas con la mayor cantidad receptores para este
estudio, lo contrario sucede con SCLC donde sdlo
U 1690 fue positiva.

Actividad del EGF sobre algunas lineas celulares
con mayor cantidad de receptores

U1752. Tanto para las condiciones minimas como
para las dptimas de crecimiento con suero, se observa
que el EGF ejerce un efecto estimulador del
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Fig. 2. Efecto del EGF sobre la linea celular H 125 en el tiempo
para la condicion minima de crecimiento 1% de suero de ternera.
* p< 0.05%, ** p < 0.01%.

crecimiento; este efecto se observa a partir del tercer
dia. La diferencia es mayor con respecto al control
eneldia 7y para las concentraciones mayores (figuras
lay 1b).

H12S5. Sobre esta linea celular el EGF actua
estimulando el crecimiento para las dos condiciones
ensayadas aunque es mayor para las condiciones
minimas (figura 2) observandose, al igual que en la
linea U 1752, fa mayor estimulacion a los siete dias
de cultivo. Similares resultados fueron obtenidos con
la linea celular H157, (resultados no mostrados).

DISCUSION

La expresion del receptor para el EGF en cdncer
de pulmoén ha sido abordada por algunos autores.
Harris et al. (1989) caracterizaron 36 biopsias de
N-SCLC en cuanto a la expresién y afinidad; ellos
compararon los resultados obtenidos en biopsias
frescas de tumores con tejidos pulmonares sanos,
siendo significativamente mayor la cantidad de
receptores en las membranas de los tumores. Otro
grupo (Haeder ef al., 1989) usando un panel de lineas
celulares de cancer de pulmén encontraron la
expresion diferencial del EGF-R, concluyendo que
N-SCLC expresa el receptor, mientras que en SCLC
rara vez es expresado. Estos resultados son similares
a los obtenidos por nosotros, aun cuando ellos
encontraron de 1l lineas de SCLC, 4 positivas, y
nosotros de 5 SCLC so6lo 1. La diferencia puede ser
explicada segiin Sherwin et al. (1981) por cambios en
las lineas celulares depués de muchos pases en cultivo
y la diferencia de procedencia de las lineas celulares.
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Algunas de las lineas usadas por Haeder (H82,
H69, H125, U1752) también fueron utilizadas por
nosotros, coincidiendo ambos resultados de expresion
del EGF-R en N-SCLC y no expresién en SCLC. El
mismo panel de lineas celulares usadas en nuestro
estudio habian sido usadas por Belsholtz ef al. (1987)
en un estudio de expresion de diferentes factores de
crecimiento a nivel d¢ ARNm. Este incluyd ARNm
para EGF-R para PDGF, IGF, TGF y EGF. Los
resultados obtenidos por ellos a nivel d¢ ARNm para
el EGF-R coinciden con los nuestros con la sola
excepcion de la linea U 1690 SCLC, que fue negativa
en su estudio y positiva en el nuestro. Esta
incongruencia no ha podido ser explicada. La
constante de disociacion determinada en este estudio
se corresponde con la reportada en la literatura para
el EGF-R; ademds, estos resutados fueron
corroborados por inmunoflourescencia indirecta
(datos no mostrados) usandose como control positivo
A 431,

La expresion diferencial del receptor puede ser
utilizada como blanco de inmunotoxinas (Shimizu et
al., 1989), o en el caso de tumores con dependencia
de EGF para crecimiento, el uso de antirreceptores
pudiera resultar un arma Wtil en el tratamiento de
algunos tumores (Mateo de Acosta ef al., 1992).

No obstante, se ha reportado anteriormente el uso
de la molécula de EGF como inhibidor del
crecimiento tumoral in vitro (Lombardero ef al., 1990)
e in vivo (Lombardero et al. 1986). También se han
obtenido respuestas parciales de carcinomas cutdneos
(Fonseca et al., 1988). Contrarios a lo anterior son
los resultados obtenidos en nuestros ensayos, donde
para las tres lineas con mayor cantidad de sitios por
célula el efecto fue mitogénico. El efecto
antiproliferativo del EGF reportado por otros grupos
ha sido en lineas celulares con muy alta expresion del
EGF-R (Barnes et al., 1982) y es posible que en
nuestro caso las lineas celulares no tengan el nivel de
expresion de receptores requerido para lograr la
inhibicion (Pathak ef al., 1982; Barnes 1982, Kamata
et al., 1986).

Nuestros resultados indican la utilidad del EGF-R
como marcador para el diagndstico de los carcinomas
de pulmén, asi como la actividad mitogénica del EGF
sobre estas lineas en cultivo.
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