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En esfe trabajo se estudia la concentracion de receptor para
el factor epidérmico de crecimiento (EGFr) en el cancer de
pulmén no microcitico (CPNM) y se analiza la relacién con
factores anatomopatolégices y clinicos de estas neoplasias. La
concentracién de EGFr en 62 muestras de tejido tumoral fue
9,9 + 14 fmol/mg, superior a la encontrada en 14 muestras de
tejido procedente de neumotérax espontdneo (3,9 *+ 3,6 fmol/
mg) (p = 0,005). La concentracién de EGFr en el tejido pul-
monar no afectado por la neoplasia fue 6,5 + 10 fmol/mg. En
21 (33%) casos de CPNM la concentracion fue superior al
nivel adoptado como umbral de normalidad (10 fmol/mg). El
valor de EGFr fue superior en los carcinomas epidermoides
que en los otros tipos histoldgicos (p = 0,042). No se detecté
relacion significativa entre nivel de EGFr y estadio TNM,
grado de diferenciacién e indice mitético. La probabilidad de
permanecer libre de recidiva tumoral y la supervivencia giobal
a los 24 meses entre los sujetos que presentaron una concen-
tracion de EGFr en el tumor inferior a 10 fmol/mg fueron 34 y
40%, respectivamente. Dichas tasas para los pacientes con
valores superiores al dintel fueron 20% (p=0,32) y 25%
(p = 0,26), respectivamente. Los resultados parecen indicar
que el estudio de la concentracién de EGFr, de forma aislada,
no implica consecuencias practicas importantes para el mane-
jo clinico de los pacientes con CPNM intervenidos quirdrgica-
mente. La expresion de EGFr en CPNM se comporta como
un marcador del grado de diferenciacién, con implicaciones
prongsticas derivadas de su relacion con otros factores asocia-
dos.
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Epidermic growth factor receptor in non-small
cell carcinoma of the lung

In this study we determined the concentration of epidermic
growth factor receptors (EGFr) in non-small cell carcinoma of
the lung (NSCCL) and analyzed its relation to the anatomi-
cal, pathological and clinical factors of these neoplasms. The
concentration of EGFr in 62 tumor tissue samples was 9.9 +
14 fmol/mg, higher than that found in 14 tissue samples from
cases of spontaneous pneumothorax (3.9 * 3.6 fmol/mg)
(p = 0.005). EGFr concentration in lung tissue with no signs
of neoplasm was 6.5 + 10 fmol/mg. In 21 (33%) cases of
NSCCL the concentration exceded the normal threshold of
10 fmol/mg. EGFr concentration was higher in cases of epi-
dermoid carcinoma than in other tissue samples (p = 0.042).
No significant association was found between EGFr levels
and status of tumor node metastasis, degree of differentiation
and mitotic index. The probability of remaining free of tumor
recurrence and of survival after 24 months among patients
whose tumoral EGFr concentration was below 10 fmol/mg
was 34 and 40%, respectively. The rates for patients with
concentrations that exceeded the threshold were 20% (p =
0.32) and 25% (p = 0.26), respectively. The results seem to
indicate that the study of EGFr concentration alone does not
yield practically important information for the management of
patients with NSCCL who have undergone surgery. The con-
centration of EGFr marks degree of differentiation in NSCCL
and has prognostic implications derived from its association
with other factors.

Introduccién

En los ultimos afios se ha dedicado gran atencién a
la biologia del cdncer de pulmoén. Cada vez hay mas
datos que indican que los resultados a largo plazo y la
respuesta al tratamiento estdn basados en factores
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bioldgicos individuales a cada tumor!. El estudio de
los procesos de divisidon celular ha conducido al des-
cubrimiento de los factores de crecimiento. Entre és-
tos, el EGF (epidermal growth factor) es un promotor
muy importante de los procesos de proliferacién y
diferenciacién celular?. Actia mediante un mecanis-
mo autocrino junto con el TGF-alfa (transforming
growth factor) sobre un receptor especifico en la mem-
brana celular (EGFr)’. Se ha observado en algunos
tumorales que presentan un incremento en la concen-
tracién de EGFr y se ha relacionado este hecho con un
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comportamiento tumoral mds agresivo, mayor activi-
dad proliferativa, mayor frecuencia de recidivas y
peor pronostico de vida*®, Sin embargo, las publica-
ciones no son undnimes ya que no todos los tipos
tumorales parecen comportarse de la misma manera.
El EGF es una molécula con una vida media corta y
que alcanza una concentracion en sangre practica-
mente indetectable con las técnicas disponibles habi-
tualmente. Es mds prictica la mediciéon de EGF en
orina de 24 horas (urogastrona). Sin embargo, la sensi-
bilidad de ambos métodos para detectar variaciones
en la concentracion de EGF, clinicamente relevantes,
es muy pequeiia e inespecifica. Puesto que el control
de la sintesis de esta sustancia y de su actuacion esta
localizado en cada tejido, es biolégicamente mas sig-
nificativa la determinacion del EGFr.

En el presente estudio se determina la concentra-
cion de EGFr en la membrana celular de carcinomas
pulmonares no microciticos (CPNM) y se analiza la
relacidn entre expresion de EGFr y aspectos anatomo-
patologicos (tipo histoldgico, estadio tumoral, grado
de diferenciacién, indice mit6tico) y clinicos (pronds-
tico de supervivencia y recidiva). El objetivo es cono-
cer si del grado de expresion de EGFr se pueden
derivar consecuencias practicas importantes para el
manejo clinico de estos pacientes.

Material y métodos
Pacientes

Se incluyen en el estudio 63 pacientes (56 varones y
7 mujeres; edad media, 61 + 9 afios) intervenidos quirirgi-
camente de forma consecutiva entre octubre de 1990 y julio
de 1992. Ninguno habia recibido quimioterapia preoperato-
ria. En 33 enfermos (52,3%) se diagnosticé carcinoma epi-
dermoide, 25 (39,6%) adenocarcinoma y 5 (7,9%) carcinoma
indiferenciado de células grandes’. Se determind el grado de
diferenciacion, que fue clasificado en tres categorias (bien,
moderadamente y poco diferenciado)®. Se analizé el indice
mitdtico, para ello se asigné la categoria (+) cuando se
contabilizaron entre 0 y 9 mitosis por diez campos de gran
aumento, (+ +) entre 10y 19, y (+ + +) cuando se contabiliza-
ron mas de 209 Se encontraban en estadio I 26 pacientes,
cinco en estadio I1, 20 en estadio I1Ia, cinco en estadio IIIb y
siete en estadio IV10, Durante el seguimiento se ha detectado
recidiva tumoral en 24 enfermos entre aquellos intervenidos
en estadios I, II, y Illa. Han fallecido 28 pacientes. El
seguimiento medio de los sujetos que permanecen vivos es
de 16 meses.

Como grupo control se incluyen 14 pacientes intervenidos
por neumotorax idiopético (10 varones y 4 mujeres; edad
media, 24 + 7 afios). Todos estos fueron sometidos a resec-
cion pulmonar segmentaria y abrasion pleural.

Muestras de tejido pulmonar

Se obtuvieron muestras de tejido pulmonar durante la
intervencion quirirgica. En los enfermos con CPNM se
obtuvieron dos especimenes: uno del tumor y otro del tejido
pulmonar no afectado, distante del cdncer un minimo de
10 cm. En los pacientes con neumotdrax espontdneo se
obtuvo una muestra procedente de la region pulmonar rese-
cada. Una parte de las piezas obtenidas fue enviada para
estudio anatomopatoldgico. El tejido restante se lavo en frio
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TABLA 1
Concentracién de EGFr segiin el tipo de muestra analizada
' Percentiles
Tipo de Media DE s
muestra (fmol/mg) : 25 75
Cancer de pulmén 9,9 14 44 0,3 13
Pulmon no
tumoral* 6,5 10 34 0,2 10,6
Neumotdrax 3,9%* 3,6 3,2 0,1 7,5

*Tejido pulmonar no afectado por el tumor y procedente de sujetos interveni-
dos por cdncer de pulmén. **Nivel de significacién: p =0,005 (cdncer de
pulmon frente a neumotoérax).

con abundante suero salino para retirar todo resto de tejido
necrético 0 moco, y tras ello fue introducido en nitrégeno
liquido. El tiempo transcurrido hasta la congelacion siempre
fue menor de 15 min. Todas las muestras se mantuvieron a
— 80 °C hasta su procesamiento.

Procesamiento de las muestras

Todas las determinaciones de EGFr se realizaron sobre las
membranas. Para la obtencién de éstas, los especimenes
originales fueron pesados, pulverizados en congelacion y
suspendidos en bufer TRIS. La homogenizacién se realizé
mediante tres pulsos de 15 s a 4 °C. La mezcla se centrifugé a
2.000 rpm y el sobrenadante fue ultracentrifugado a
100.000 x g durante 60 min. La concentracion de EGFr se
midid por la técnica de radioligando mediante el analisis de
un solo punto marcado con !3!I (Vienna Lab.) (Izasa). Se
determinod la concentracion de proteinas mediante el méto-
do de Lowry. Los resultados finales se expresan en fmol de
EGFr por mg de proteina de membrana.

Andlisis estadistico

Las diferencias en la concentracién de EGFr fue analizada
mediante los tests de Mann-Whitney (comparacion entre
grupos de pacientes), Wilcoxon (comparacion entre mues-
tras procedentes de un mismo paciente: muestra tumoral
frente a no tumoral) y Kruskal-Wallis (comparacion muilti-
ple entre mas de dos tipos de muestras). La utilizacion de
tests no paramétricos se debié a que la distribucion de los
valores de EGFr no se ajustd a la normal. Se escogié como
nivel dintel de normalidad de EGFr el valor de 10 fmol/mg,
equivalente al percentil 95 de la concentracién de EGFr en
las muestras procedentes de neumotdrax espontdneo. La
incidencia de concentraciones de receptor elevadas (superio-
res al dintel) fue analizada mediante el test exacto de Fisher.
La probabilidad de supervivencia o de desarrollar recidivas
postoperatorias, en funcidn de los resultados del EGFr, se
analizé mediante la prueba de Kaplan-Meier. La compara-
cién de las curvas de probabilidad se realizé mediante el test
de log-rank. Se consider6 como nivel de significacién
p < 0,05.

Resultados

La concentracién de EGFr en el tejido tumoral fue
de 9,9 £ 14 fmol/mg y de 6,5 * 10 fmol/mg en el
tejido pulmonar no afectado por la neoplasia en esos
mismos pacientes (p=0,11). La concentracién en las
muestras tumorales fue significativamente superior a
la detectada en el tejido procedente de neumotdrax
espontdneo (3,9 * 3,6 fmol/mg) (p =0,005) (tabla I).
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Fig. 1. Probabilidad de permanecer libre de recidiva tumoral segin la
concentracion de EGFr en membrana. Se incluyen tinicamente los pacien-
tes en estadios I, II y IIla.

No existieron diferencias significativas entre la con-
centracion detectada en las muestras pulmonares no
afectadas por el tumor y las procedentes de pacientes
con neumotdrax espontdanco. En 21 (33%) muestras
tumorales se detecté una concentracion de EGFr su-
perior al dintel de normalidad, frente a 13 casos (20%)
en el tejido no tumoral (p =0,07).

" La concentraciéon de EGFr en los carcinomas epi-
dermoides (13,9 + 17,9 fmol/mg) fue significativa-
mente superior a la detectada en los otros tipos histo-
logicos (p = 0,042). También lo fue el tanto por ciento
de sujetos con valores de EGFr superiores al cut-off
(45,5%) (p = 0,03) (tabla II). Para analizar los resulta-
dos en relaciéon con el estadio tumoral, y dado el
numero limitado de casos recogidos, se agruparon los
pacientes en tres categorias: estadios I-I1, estadio IIla
y estadios IIIb-IV. No se detectaron diferencias signi-
ficativas entre dichas categorias (p = 0,36).

No existieron diferencias significativas en la con-
centracién de EGFr segun el grado de diferenciacion
(tabla III). Tampoco existieron diferencias significati-
vas en la concentracion de EGFr segin el indice mité-
tico (tabla III).

Fig. 2. Supervivencia postoperatoria segin la concentracion de EGFr en
membrana.

La probabilidad de permanecer libre de recidiva
tumoral a los 24 meses de seguimiento, entre los
pacientes intervenidos en estadios TNM I, II o Illa,
con concentracion de EGFr en el tumor inferior a
10 fmol/mg, fue de 34% frente a 20% entre los pacien-
tes con valores superiores al dintel (p =0,32) (fig. 1).
La supervivencia global a los 24 meses tras la cirugia
entre los enfermos cuyos tumores presentaron una
concentracion de EGFr inferior a 10 fmol/mg fue de
40% frente al 25% entre los sujetos con niveles supe-
riores (p = 0,26) (fig. 2).

Discusion

Parece existir acuerdo en que el nimero de recepto-
res para EGF estd aumentado en el tejido tumoral del
CPNM con respecto al tejido normal y que esta situa-
cion es especialmente significativa en el carcinoma
epidermoide sobre los otros tipos histologicos!'!-'6.
Nuestros resultados asi lo confirman, de hecho la
concentracion de receptor en el tejido neopldsico (me-
dia, 12,3; mediana, 3,2; rango intercuartil, 0,3 y 13)
coincide con las observaciones previas publicadas por

TABLA 11

Concentracion de EGFr segiin el tipo histolégico y el estadio tumoral
Tipo de Media . nti Nu
mupestra (fmol/mg) DE Mediana Pel;se-7‘5lles l;m:;::;r Ef;:)os
Tipo histoldgico
Epidermoide (n = 33) 13,9* 36,6 8 1,4-16,8 15 (45,5)
Adenocarcinoma (n = 25) 5,4 7,9 1,8 0-8,6 5(20)
Células grandes (n=5) 5,5 4,6 4,7 2,3-9,2 1 (20)
Estadio TNM
L Il (n=31) 14,6 36 4,9 0-13,8 9 (29)
11a (n = 20) 12,8 17,2 4,7 1,4-11.3 7 (35)
IIIb, IV (n=13) Tr* 6,8 34 1,4-13 5 (38)

*Nivel de significacion: p = 0,042 (epidermoide frente a adenocarcinoma y carcinoma de células grandes).

**Nivel de significacion: p = 0,36 1, I, IIla frente a IIIb, IV.
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TABLA 111
Concentraciéon de EGFr segiin el grado de diferenciacion
Tipo de Media . Percentiles Nimero de casos
mlfestra (fmol/mg) DE Mediana 25-75 > cut-off (%)
Grado de diferenciacion
Bien (n=10) 10,9 21 6,9 0,3-16 3(30)
Moderadamente (n =27) 11,7 15 9,6 1,4-16,3 13 (48)
Pobremente (n = 23) 6,4* 8,7 2,9 0,7-9, 4(17)
Indice mitético
(+) (n=15) 9,9 18 1,45 0,1-14,5 5 (33,3)
(++) (n=24) 11,3 16 3,3 0,6-13,8 9 (37,5)
(+++) (n=18) 7,7** 8 4.4 1,6-11,3 57,7

(+): ligero. (++): moderado. (+++): interno. *Nivel de significacion: p=0,13 bien y moderadamente diferenciado frente a poco diferenciado.

**Nivel de significacion: p=0,41 (+) y (+ +) frente a (+ + +).

Hwang'’, Veale'® y por Dittadi'’. En este iiltimo estu-
dio se utilizé un dintel de 12,5 fmol/mg, muy similar
al empleado en nuestro trabajo.

Sin embargo, no se sabe todavia cudl es el significa-
do de la sobreexpresion de EGFr en el CPNM, vy lo
que es mdas importante, si de dicha situacién se pue-
den deducir consecuencias practicas en estos pacien-
tes. En tumores de mama se ha relacionado la so-
breexpresién de EGFr con una mayor actividad proli-
ferativa, aneuploidia, mayor capacidad de metastati-
zacion y peor prondstico de vida*®, Se ha afirmado
que esta situacioén proporciona a las células tumorales
una capacidad de crecimiento y proliferacion inde-
pendiente. No sabemos realmente si esas observacio-
nes son también vilidas para el CPNM. No todos los
tipos celulares responden de igual manera al EGF;
ademads, la respuesta es dependiente de la dosis y
puede variar segun ¢l momento del ciclo celular?.

En un reciente estudio retrospectivo, basado en el
analisis de inmunofluorescencia sobre 152 casos de
CPNM, los tumores teilidos positivamente eran en su
mayoria carcinomas epidermoides bien diferenciados,
de tamafo tumoral inferior, y mostraron un curso
postoperatorio mds benigno''. En las conclusiones fi-
nales de ese estudio se cuestiona la trascendencia
practica del papel que ocupa el EGFr en el comporta-
miento bioldgico del CPNM vy se atribuye el efecto
sobre la evolucién a la relacion entre EGFr y grado de
diferenciacién. Por el contrario, otros estudios atribu-
yen rasgos histologicos de mal pronéstico y un peor
curso postoperatorio a los tumores epidermoides que
expresan niveles elevados de EGFr'*!%. Nuestros da-
tos parecen indicar que el estudio de la expresion de
EGFr no implica consecuencias prdcticas importantes
para el manejo clinico de los pacientes con CPNM
intervenidos quirirgicamente. No encontramos rela-
cién con el indice mitético, ni con el estadio TNM, ni
con el grado de diferenciacion. Ademds, no encontra-
mos diferencias significativas entre la probabilidad de
supervivencia y recidiva tumoral a corto plazo entre
los casos con eclevada expresion de EGFr frente a
aquellos otros con niveles inferiores al dintel.

El 67% de los CPNM mostraron una concentracion
de EGFr inferior al dintel, es decir, dentro del rango
propio del tejido no tumoral. En principio, se debe
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pensar que en los tumores con baja expresién de
EGFr, la proliferacién celular tumoral no depende en
gran medida de la estimulacion autocrina de EGF y
TGF-alfa'!, sino que deben estar implicados otros
mecanismos. En nuestra opinién, la sobreexpresién de
EGFr en el CPNM puede ser simplemente un factor
secundario, como marcador del grado de diferencia-
cién tumoral. La respuesta al EGF parece ser diferen-
te en cada tipo de tejido y las alteraciones que moti-
van la proliferacién celular tumoral desordenada son
también multiples. Se ha descrito que la sobreexpre-
sién de EGFr en el cancer de mama es un marcador
de pérdida de diferenciacidn y que por ello proporcio-
na informacién de cardcter prondstico sobre el curso
de la enfermedad'’.

Posiblemente, la principal aplicacién practica de
este tipo de estudios sea la de identificar los tumores
con elevada expresion de EGFr. Se piensa que éstos
dependen de la estimulacion autocrina de EGF y
TGF-alfa y por ello seria posible intentar en ellos el
bloqueo terapéutico de esa via de la proliferacion
celular. En el National Cancer Institute de EE.UU. se
ha iniciado un ensayo con el tratamiento de carcino-
mas epidermoides con sobreexpresion de EGFr me-
diante anticuerpos monoclonales dirigidos frente al
EGFr?°. Los resultados iniciales que se han dado a
conocer son prometedores, los tumores con alta expre-
sion de EGFr captan el anticuerpo marcado, aunque
el indice de respuestas al tratamiento todavia es muy
bajo.

Las interacciones entre los factores de crecimiento y
los mecanismos de control de la proliferacion celular
son complejas’. Posiblemente la determinacién del
EGFr de forma aislada sea una medida muy pobre y
sea necesario tener en cuenta otros factores de creci-
miento, oncogenes y datos del ciclo celular. Es preciso
analizar un mayor numero de casos y con una mayor
perspectiva de la evolucion postoperatoria, para saber
cudl es la implicacion clinica asociada a la sobreexpre-
sion de EGFr en el CPNM.
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