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La expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
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Resumen.—Objetivo. Estudiar la expresion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en carcinomas duc-
tal infiltrantes (CDI) hormonoindependientes asi como sus po-
sibles relaciones con otros pardmetros clinico-biolégicos.

Material y método. El EGFR fue determinado, mediante un
método de radioligando, en las membranas celulares de 115
CDI RE y RP negativos (< 10 fmol/mg prot.). Hemos analizado,
ademas, las concentraciones citosélicas de pS2, catepsina D,
activador del plasmindgeno tipo tisular (t-AP) y acido hialuré-
nico (AH), asi como las de AH en las membranas celulares.
También se han considerado el tamano, afectacion axilar, me-
tastasis a distancia, grado histoldgico, ploidia y fase de sintesis
celular (FS).

Resultados. Utilizando como dintel de positividad para el
EGFR un valor de 5 fmol/mg prot., pudimos observar que los
carcinomas EGFR + mostraron mayores valores globales de
FS (p: 0,005) y metéstasis a distancia (p: 0,004), siendo mas
frecuentemente FS > 7 % (p < 0,001); asimismo, fueron menos
frecuentemente pS2 + (p < 0,001) y t-AP + (p: < 0,001). Pudi-
mos seguir 70 pacientes (i: 54-168; mediana 85 meses) y ob-
servamos que los carcinomas EFGR + presentaron mayor nu-
mero de recidivas (14/41 frente a 1/29; p: 0,002), pero no de
muertes por el tumor.

Conclusiones. 1) La positividad para el EGFR en los CDI
RE y RP negativos se asocié con metastasis a distancia, ma-
yor proliferacién celular, menor positividad para pS2 y t-AP
y con superior nimero de recidivas; 2) los mismos hallazgos,
excepto el cambio en la proliferacion celular, fueron consta-
tados cuando el dintel de positividad fue establecido en
10 fmol/mg prot, y 3) EI EGFR podria ser utilizado como fac-
tor prondstico en este tipo de carcinomas mamarios.

PALABRAS CLAVE: cancer de mama, EGFR, prolifera-
cion celular, hormonoindependencia.

EXPRESSION OF EPIDERMAL GROWTH FACTOR
RECEPTOR (EGFR) IN HORMONE DEPENDENT
BREAST CANCERS

Summary.—Objective. To determine the expression of epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) in ER-negative and
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Pg-R negative infiltrating ductal carcinomas of the breast (IDC)
and to analyze the possible relationship between the EGFR
positivity and some clinico-biological parameters of tumors.

Material and methods. EGFR was measured by a single
point radioligand assay in the cell surfaces of 115 ER-negative
and Pg-R-negative (< 10 fmol/mg prot.) IDC. We measured
also the cytosolic concentrations of pS2, cathepsin D,
tissue-type plasminogen activator (t-PA) and hyaluronic acid
(AH), as well as the levels of AH in cell surfaces. Tumor size,
axillary involvement, distant metastasis, histological grading,
ploidy and S-phase (SP) were taken account.

Results. Using as cut-off for EGFR a value of 5 fmol/mg
prot., we can observed that IDCs -EGFR + had greater glo-
bal values of S-phase (p: 0.005) and were more frequently
metastastatic (p: 0.004), SP > 7% (p < 0.001) and SP > 14 %
(p: 0.077); likewise, they were lower frequently pS2-positive
(p < 0.01) and t-PA-positive (p < 0.01). During the follow up
time (median 85 months), the number of recurrences was high-
er in EGFR-positive than in EGFR- negative tumors
(14/41 frente a 1/29; p: 0.002), but there was not differences
in the number of deaths by the tumor.

Conclusions. 1) The EGFR-positivity in ER-negative and
PgR-negative IDCs is associated with distant metastasis,
greater cellular proliferation (SP), lower positivity for pS2 and
t-PA and greater number of recurrences. 2) Using 10 fmol/mg
prot. as cut-off, we observed the same findings, except the
change in cellular proliferation. 3) Our findings support the pos-
sible use of EGFR as a prognostic parameter in those breast
carcinomas.

KEY WORDS: breast cancer, EGRR, cellular prolifera-
tion, ER-negative, PgR-negative.

INTRODUCCION

El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) forma parte de una familia de receptores de
membrana (erbB) con actividad intrinseca tirosin-
quinasa. Es una glucoproteina de membrana con un
peso molecular de 170 KD, se expresa en muchas cé-
lulas epiteliales y se activa a través de numerosos li-
gandos entre los que destacan el factor de crecimien-
to epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento
transformante alfa (TGFa)'. En la célula tumoral, el
EGFR forma heterodimeros con otros receptores, lo
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que conlleva la activacién de numerosos mecanis-
mos bioquimicos celulares que intervienen en la ad-
hesién, motilidad, crecimiento, angiogénesis y escape
de la apoptosis?. El interés de este receptor se ha in-
crementado en los dltimos afios por ser una diana de
nuevas opciones terapéuticas, ya sea en su dominio
externo o interno?. En los tumores mamarios la ex-
presién de EGFR se detecta en el 48 % de los mis-
mos, se correlaciona inversamente con los receptores
esteroideos y junto al oncogén HER2-erbB2 permite
distinguir subgrupos de pacientes con enfermedad
avanzada y diferente respuesta a la hormonoterapia* y
al anticuerpo humanizado frente al oncogén erbB2°.
Se puede detectar también EGFR en el nicleo de las
células tumorales y en esta localizacion actiia como
un regulador de la transcripcién del gen de la ciclina
D1, correlaciondndose con la proliferacion celular
medida a través del Ki67¢. Merece destacarse la exis-
tencia de diferencias en el comportamiento de un tu-
mor en funcién de la expresion de distintos miembros
de la familia erbB”.

Los carcinomas mamarios hormonoindependientes
representan un importante porcentaje de casos, pue-
den ser consecuencia de numerosas causas y suelen
asociarse con un peor comportamiento y evolucion.
Asimismo, la pérdida de la hormonodependencia pa-
rece estar ligada a la progresion de estos tumores?, y
cambios en la funcionalidad de los receptores de pro-
gesterona llevan a la adquisicion de un fenotipo agre-
sivo®. Nosotros hemos querido analizar el papel del
EGFR en los carcinomas mamarios hormonoinde-
pendientes, considerando el receptor de estrégenos y
de progesterona, y ver si constituia un factor de inte-
rés clinico.

MATERIAL Y METODOS

El grupo de estudio incluy6 115 carcinomas ducta-
les infiltrantes de mama (CDI) hormonoindependien-
tes (RE y RP < 10 fmol/mg prot.; EIA. Abbott.
EE.UU.), sin tratamiento previo y pertenecientes a
mujeres de edades comprendidas entre 36 y 82 afios
(62,5 + 10,7; mediana 63). Tras su obtencion en qui-
réfano y transporte en un contenedor frio, las mues-
tras fueron separadas de sus componentes grasos y al-
macenadas en nitrégeno liquido hasta su utilizacién.
Posteriormente, fueron pulverizadas con un micro-
desmembrador (OMNI 1000; Waterbury, CT, USA) a
—70° y homogeneizadas en un potter de telon-cristal

en un buffer TRIS-CLH (TRIS 0,01 M; EDTA
Na2 0,0015M; 10 % glicerol; 0,1 % monotioglicerol;
pH 7,4). Los homogeneizados fueron luego centrifu-
gados a bajas revoluciones (800 g durante 10 minutos
a4 °C) y el sobrenadante obtenido ultracentrifugado
a 100,000 g durante una hora a 4 °C. El nuevo sobre-
nadante (citosol) y el precipitado (membranas) se uti-
lizaron para los andlisis de los distintos parametros.
En el citosol hemos determinado las concentraciones
de pS2 (IRMA, CIS, Francia), catepsina D (IRMA,
CIS, Francia), activador del plasminégeno tipo tisular
(t-AP; EIA, Boehringer Mannheim, Alemania) y 4ci-
do hialurénico (AH) (RIA, Pharmacia, Suecia), mien-
tras que en las membranas celulares determinamos
las concentraciones de AH y del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR; RLG, Viennalab,
Austria). Esta tltima es una técnica de radioligando
de un solo punto con un limite inferior de sensibilidad
de 1 fmol/mg proteina. Hemos tomado como dintel
de positividad para el EGFR un valor de 5 fmol/mg
prot., ligeramente superior a la mediana obtenida en
un grupo constituido por 434 CDI (1-290,5; mediana
4,4; Pys: 2,0y P7s: 14,9). También se han considerado
el tamafio, afectacion axilar (N), metastasis a distan-
cia (M), ploidia y fase de sintesis celular, determina-
das estas dos ultimas mediante citometria de flujo en
muestras en fresco (Becton Dickinson Fascam,
EE.UU.). Dado que los distintos pardmetros bioldgi-
cos no siguieron una distribucién normal, hemos uti-
lizado tests estadisticos no paramétricos. Los resulta-
dos de los distintos parametros biolégicos se han
referido por miligramo de proteina, medida por el
método de Bradford, y expresado mediante el inter-
valo y la mediana. Una diferencia se consider6 esta-
distica cuando el valor de p < 0,05. Hemos podido se-
guir la evolucién de 70 pacientes durante un tiempo
que oscild entre 54 y 168 meses (89,5 +27,5) y con
una mediana de 85 meses.

RESULTADOS

Cuando los carcinomas fueron clasificados en fun-
cién del dintel de positividad de 5 fmol/mg prot., pudi-
mos ver, tal como se expone en la tabla 1, que los casos
EGFR-positivos cursaron con mayores valores globa-
les de fase S, siendo, asimismo, mas frecuentemente
proliferativos (FS > 7 %), pS2-negativo y t-AP negati-
vo, pero sélo este tltimo con el dintel de 5 ng/mg prot;
asimismo, presentaron con mayor frecuencia metésta-

16 Rev Esp Med Nucl. 2006;25(1):15-9 30



Ruibal A, et al. La expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en carcinomas mamarios hormonoindependientes

Tabla 1

DISTRIBUCION DE LOS VALORES (INTERVALO Y MEDIANA) DE LOS DIFERENTES PARAMETROS CLINICO-BIOLOGICOS
OBTENIDOS EN LOS CARCINOMAS DUCTALES INFILTRANTES DE MAMA CLASIFICADOS EN FUNCION

DE LA POSITIVIDAD (> 5 FMOL/MG PROT.) PARA EL EGFR

Pardmetro EGFR + EGFR- P Unidades
CATD 1,5-1228 (38,9) 5,8-126 (42,9) ns pmol/mg prot.
AHC 526-12.935 (4.395) 946-30.561 (4.204) ns ng/mg prot.
AHM 70,2-6.843 (1.938) 49-5.117 (1.442) ns ng/mg prot.
Tamaio 0,16-10 (2,4) 0,6-13 (2,5) ns cm
Fase S 0,9-42,3 (10,8) 1.9-51,2(7) 0,005 %
>2cm 43/70 30/45 ns
> 5cm 5/70 2/45 ns
N+ 40/70 33/45 ns
M+ 17/70 1/45 0,001
FS>7% 38/53 20/41 0,023
FS> 14 % 14/53 11/41 ns
Aneuploides 29/53 17/41 ns
GH3 37/70 22/45 ns
pS2>2 20/70 33/45 < 0,001
pS2>5 15/70 25/45 < 0,001
t-AP > 1 47170 33/45 ns
t-AP>5 0/70 19/45 < 0,001

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.

sis a distancia. Tras el seguimiento de 70 pacientes
pudimos constatar que los tumores EGFR-positivos
mostraron mayor nimero de recidivas que los EGFR-
negativos (14/41 frente a 1/29; p: 0,002), sin apreciar-
se diferencias en el nimero de muertes por el tumor
entre los dos subgrupos de pacientes.

DISCUSION

Aungque es dificil precisarlos, pues existen cues-
tiones metodoldgicas y los dinteles de positividad
pueden variar segun la técnica utilizada, los carcino-
mas mamarios hormonoindependientes representan
un porcentaje importante de los observados, de tal
forma que pueden estar cercanos al 20 %'°. Suelen
cursar con un peor comportamiento y, obviamente, no
son tributarios, a priori, de una terapia hormonal. Pa-
ralelamente, el interés del EGFR se ha incrementado
en los dltimos afios, no s6lo por ser un objetivo tera-
péutico, sino también por su implicacion en la fisio-
patologia de los tumores mamarios. Asi, la interrela-
cion entre este receptor y los receptores esteroideos
es de gran valor y se cree que aquél desempefia un
importante papel en la aparicién de la hormonoinde-
pendencia. También la ausencia de estrogenos conlle-
va la regulacién positiva de los procesos bioquimicos

regulados por los factores de crecimiento, lo que de-
termina un subtipo mdas agresivo y hormonoindepen-
diente!!. Esta interrelacion bioldgica nos ha llevado a
analizar como la concentraciéon de EGFR incide en
las caracteristicas clinico-bioldgicas de los tumores
mamarios hormonoindependientes, considerando la
negatividad para los receptores de estrégenos y de
progesterona.

Tomando como dintel de positividad para el EGFR
un valor de 5 fmol/mg prot., superado por el 52,5 %
de 434 carcinomas ductales infiltrantes de mama de
nuestra base de datos, pudimos observar que los tu-
mores positivos cursaron mas frecuentemente con
metdastasis a distancia y fueron mas frecuentemente
proliferativos, tanto globalmente como cuando el din-
tel para la fase S se estableci6 en el 7 %. Sabemos que
la proliferacién celular es un importante factor pro-
nostico en los tumores mamarios, ademas de favore-
cer el tratamiento quimioterdpico'>'3. Pero lo mas lla-
mativo de nuestro estudio fue que los carcinomas
EGFR negativos cursaron con mayores porcentajes
de positividades para la pS2 (con dinteles de 2 y
5 ng/mg prot.) y el t-AP sélo con el dintel de 5 ng/mg
prot. Hemos considerado porcentajes y no concen-
traciones para ambos factores, porque en los tumores
hormonindependientes sus concentraciones son muy
reducidas, ya que ambos estdn relacionados con la
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maquinaria estrogénica de un modo preferente'+'¢. El
aumento de la positividad para la pS2, independiente-
mente del dintel utilizado, en los casos EGFR- es di-
ficil de explicar. Sabemos que la pS2 es un proteina
inducida por los estrégenos, aunque también la pue-
den expresar tumores hormonoindependientes y que
su valor clinico reside en que es un indicador de la
respuesta hormonal. Por ello, nuestro hallazgo po-
dria ser el reflejo de cierta “hormonodependencia” re-
sidual, pues los valores observados en los tumores
RE-/RP-/EGFR- son muy superiores a los aprecia-
dos en los casos RE-/RP- (1. 0,1-322; mediana 1,8).
Asimismo, nosotros no hemos apreciado diferencias
clinico-biol6gicas en los CDI RE-/RP-/pS2 +y
RE—-/RP—/pS2-. Apoyaria también la “hormonode-
pendencia” residual, la observacién de mayores po-
sitividades para el t-AP con el dintel de 5 ng/mg prot.,
pues esta proteasa es también un indicador del fun-
cionamiento de la cadena hormonal esteroidea'®. No
obstante, queda abierta la posibilidad de que las ele-
vaciones de pS2 y t-AP en los casos EGFR-negati-
vos puedan ser el exponente de otro/s hechos fisiopa-
tolégicos que en este momento no podemos precisar.
Nuestros resultados apoyan el interés practico del
EGEFR para establecer subgrupos de riesgo en los tu-
mores hormonoindependientes, hecho ya sefialado
por otros grupos'”'8. Asimismo, apoya que puedan
utilizarse terapias sobre el EGFR en los tumores re-
ceptores esteroideos negativos'”.

Cuando consideramos otros dinteles cuantitativos
para el EGFR, pudimos observar que con un valor de
10 fmol/mg prot. (superado por el 30,3 % de nuestra
serie histdrica) persistian las diferencias con las me-
tastasis a distancia (p: 0,031), la positividad para la
pS2 (> 2; p<0,001; > 5 ng/mg prot.; p: 0,007), la de
t-AP (> 5 ng/mg prot.; p: 0,009) y el mayor nimero
de recidivas (p: 0,046), desapareciendo las diferen-
cias en la fase de sintesis celular. Con el dintel de
20 fmol/mg prot., superado por el 18,9 % de nuestra
serie historica, persistieron también las diferencias en
las metdstasis a distancia (p: 0,089), positividad para
la pS2 (p: 0,001; p: 0,013) y la positividad para el
t-AP (p: 0,012), desapareciendo las diferencias en la
proliferacion celular y en el nimero de recidivas. Es
decir, conforme aumentamos el dintel del EGFR de-
saparece la importancia de la proliferacién celular,
pero persisten el resto de hallazgos fisiopatoldgicos.

En cuanto al valor prondstico del EGFR en el can-
cer de mama, los resultados descritos en la literatura
no son coincidentes'”?-?? y se considera, cuando exis-

te, que aquél desciende con el paso del tiempo?3.
Nuestras pacientes fueron sometidas a cirugia, radio
y quimioterapia y pudimos seguir a 70 (41 EGFR +y
29 EGFR-) durante un periodo de tiempo moderada-
mente importante. Pudimos constatar un mayor nu-
mero de recidivas en los casos positivos (14/41 fren-
te a 1/29; p: 0,002), pero no de muerte por el tumor
(5/39 frente a 1/29; ns). Somos conscientes del redu-
cido niimero de pacientes seguidos, de su posible he-
terogeneidad y que hemos empleado una técnica iso-
topica, por lo que no queremos sacar conclusiones,
pero si podemos resaltar que, quizas en los carcino-
mas hormonoindependientes este receptor puede ser
de utilidad, maxime cuando otros autores no suelen
diferenciar los tumores en base a su cardcter hormo-
nal o no consideran la negatividad para los recepto-
res de estrogenos y de progesterona.

Los resultados obtenidos nos inducen a las si-
guientes consideraciones: 1) La positividad para el
EGFR en los tumores mamarios hormonoindepen-
dientes (RE y RP negativos) se asocia positivamente
con una mayor frecuencia de metastasis a distancia y
superior proliferacion celular, asi como negativamen-
te con la positividad para la pS2 y t-AP; 2) cuando el
dintel de positividad para el EGFR se incrementa a
10 fmol/mg prot., desparece el comportamiento de la
proliferacion celular, pero persisten el resto de cam-
bios biolégicos; 3) en nuestra experiencia, la positivi-
dad del EGFR (5 o 10 fmol/mg prot.) se asoci6é con
un mayor nimero de recidivas.
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