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{. INTRODUCCION

1.1. CANCER DE MAMA. GENERALIDADES

£1 cdncer de mama es, en la actualidad, el tumor malig
no de mayor incidencia en el sexo femenino y la primera caus
de muerte en la mujer (23 ) (63 ). Segin datos del Institutc
Nacional del Cancer de los Estados Unidos parece probable hc
que una de cada catorce mujeres pueda desarrollar un cancer
de mama clinico a lo largo de su vida ( 2 ) (5 ). Si se tie
ne en cuenta, ademds, que el 46% de las mujeres que presente
cidncer de mama, acaban muriendo por esta enfermedad y que de
de el punto de vista etiolégico, la vida en paises industric
lizados, en su mds amplio sentido representa -por encima de
elementos causales genéticos, hormonales o raciales- la may:
amenaza para la aparicidén de cdncer de mama en una mujer de.
terminada, resulta fdcil entender la importancia médica y s

cial del problema.

Las cifras de supervivencia a largo plazo (5 o mds ai
han experimentado por otra parte en los uUltimos cincuenta -
afios, s6lo leves modificaciones (10% de incremento mdximo s
gin datos de Cutler (45 ) y, ello, mas que a la eficacia de
las distintas modalidades de tratamiento utilizadas, se deb
a los esfuerzos realizados en el diagnéstico precoz de la e
fermedad. Esta situacién, distinta de la que ofrecen otras
calizaciones tumorales (leucemias, linfomas, tumores testic
lares, etc) en las que se han consequido avances terapéutic
significativos, junto con un leve pero sostenido incremento
en la incidencia anual de nuevos casos -55 nUeEvoOs casos/ -
/100.000 mujeres/ afio en el cuatrienio 1.940-1.944, frente
72 nuevos casos/100.000 mujeres/ano entre 1.965-1.969, (45



mantienen, en todos los circulos médicos una viva inquietud
y un esfuerzo sostenido en busca de las causas y las solucio.

nes de tan grave enfermedad.

Hoy la doctrina terapéutica generalizada en cdncer de
mama hace uso de una combinacidon racional de medidas locales
(cirugia e irradiacidn) y generales (quimioterapia y hormono-
terapia) (2 ). Bajo la déptica del tratamiento combinado, 1la
terapéutica hormonal del cdncer mamario se lleva a efecto - -
bien en forma coadyuvante a las medidas locales, bien con in-
tencién paliativa en situaciones de enfermedad avanzada. Su -
empleo descansa en el papel que el sistema endocrino juega --
tanto en el desarrollo de la glindula mamaria normal, como en

el mantenimiento de las neoplasias derivadas de ella.

1.2. PRINCIPIOS DE LA TERAPEUTICA HORMONAL EN CANCER DE MAMA

Se entiende por cdncer endocrinorelacionado aquella neo
plasia que, con independenc¢ia de su naturaleza, exige de de--
terminados requerimientos hormonales para su crecimiento o -
funcionalismo, o bien, posee la propiedad de segregar hormo--
nas o productos quimicos de accién hormonal. Dentro de esta -
particular variedad de tumores se incluyen gran ndmero de neo
plasias que se presentan espontdneamente en la especie humana
(Ca. de mama, dtero, préstata, ovario, testiculo, gldndulas -
adrenales, tirdides, paratirdides, algunas leucemias, etc) y
que surgen sobre tejidos directa o indirectamente dependien--

tes de la accién de las hormonas adenohipofisarias.

tl reconocimiento de tales neoplasias como entidades --
clinicas especiales es importante, dado que en su tratamiento
resulta ineludible la utilizacién de medidas modificadoras --

del ambiente hormonal en el que sc¢ desenvuelve el tumor (ciru



gfa ablativa, hormonoterapia, drogas con efecto antihormonal,

ete).

Desde un punto de vista terminoldgico es conveniente, -

en cdnceres endocrino-relacionados, distinguir las siguientes

noclones (237:

a) HORMONODEPENDENCIA, concepto bajo el cual se infiere -

una relacidon directa entre cierto tumor y la hormona u hormo-

nas producidas por una determinada gldndula. Un cdncer de ma-
ma que regresa tras ovariectomia decimos que es ovario-depen-
diente y si regresa tras adrenalectomia le llamamos adrenal-

dependiente. En ocasiones el término hormono-dependiente es -
equfvoco: si afirmamos, por ejemplo, que el cdncer de mama es
estrégeno-dependiente s6lo decimos parte de la verdad porque

otras hormonas como la prolactina y la progesterona y sus de-
rivados pueden ejercer un efecto positivo sobre el desarrollo

y crecimiento del tumor.

b) HORMONORESPUESTA, denominacién que hace referencia a -

los cambios objetivables en un determinado tumor como conse - -

cuencia de la accion de dosis farmacolégicamente activas de -
clerta hormona (p. ej., reduccién del tamafio de las metdsta--
8ls viscerales o de partes blandas en enfermas post-menopdusi
cas, tratadas con andrégenos, antiestrdgenos o esferdides ad-
ministrados a altas dosis).

¢) HORMONOSENSIBILIDAD, término bajo el cual se engloban -

los dos anteriores, aunque se encuentra mds préximo al sequn-

do por lo que a efectos terapéuticos se refiere.

'l cdncer de mama es un tumor particularmente dependien
te de los estrégenos. Efectivamente en 1.896 Beatson (g ) su
girié que los cambios proliferativos presentes en ciertos tu-

mores de mama eran andlogos a los que se producen en la lac--



tancia y en la gestacién y pensé que estos cambios se encon--
traban bajo la influencia de los ovarios. Sobre esta base re-
comendé, en dos pacientes afectas de cdncer de mama., la ova--
riectomia, y comprobdé con asombro, el desarrollo de una nota-
‘ble mejoria en el curso evolutivo de la enfermedad. Desde en-
tonces, la ovariectomia, adrenalectomia y, en ciertos casos,

la hipofisectomfia se han venido utilizando empiricamente en -

el tratamiento de enfermas con cancer metastatizado.

Ademds de la cirugfa, en el tratamiento de los tumores
hormonosensibles se utilizan sustancias farmacolégicas, hormo
nales o no. En su introduccién clinica ha destacado particu--
larmente Nathason (176) quién a partir de la observacién empi
rica de que varios hidrocarburos semisintéticos de estructura
semejante a la del colesterol, intervenian en el proceso de -
formacién de las hormonas esteroideas, pudo relacionar la in-
cidencia del cdncer de mama con-los cambios hormonales fisio-
l16gicos de la mujer y discutir con buenos argumentos la tera-

pia hormonal establecida sobre bases farmacolégicas.

Estrégenos y andrégenos se han utilizado indistintamen-
te desde entonces, como elementos bdsicos de la terapéutica.
Establecida la hipdtesis de que el estimulo para el crecimien
to tumoral radicaba en los estrdgenos se propuso la terapéuti
ca androgénica como medida légica para el control de las si--
tuaciones clinicas de la enfermedad metastdsica abierta (38,
39, 40, 237). Por otra parte, a causa del gran nidmero de efec
tos colaterales indeseables derivados de la administracion -
prolongada de andrdégenos (Hirsutismo, cambios en la voz, in--
cremento de 13 libido, etc), el desarrollo de preparados hor
monales, que conservando intacta su accién antitumoral, indu-
jesen el menor ndmero de efectos secundarios posibles, ha da-
do origen a la introduccién clinica de agentes hormonales que
como la 2-oX -metildihidrotestosterona y la 2-o(-metil-17 B hi-
droxi-5-o -androstendiona (100), reunen junto‘a un débil po--

der virilizante, un eclevado nivel de eficacia terapéutica. -
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sorprendentemente los estrogenos, en circunstancias particula
res -enfermas post-menopdusicas mayores de 65 afos- sirven, -
paradéjicamente, a los propésitos de control tumoral, a pesar
de su reconocida influencia en edades mds precoces, sobre el

desarrollo neopldsico. Sobre idénticos principios descansa la
utilizacién clinica de antagonistas de los estrégenos, sustan
clas cuya molécula compite con el esteroide estrégénico, pro-
ceder que conlleva a la anulacién de la funcidén estrogénica.

ts asi como los estudios iniciales referentes a la actividad

antitumoral de la Nafoxidina (91 ), Endocbmifeno ( 89) y Tamg
xifeno (238), administrados a elevadas dosis han conducido al
hallazgo de una importante tasa de respuestas positivas, no -
inferior a la obtenida con la estrogenoterapia o la androgenc

terapia convencionales en enfermas con cdncer de mama disemi-

nado.,

1.3. TERAPEUTICA HORMONAL ADITIVA

1.3.1. Andrégenos y Estrdgenos

Reservada para pacientes postmenopdusicas portadoras de
cidncer de mama avanzado, la administracidon de preparados hor-
monales de estrégenos o andrdégenos se ha revelado eficaz en
el tratamiento de la enfermedad. F] establecimiento de la ac-
cién antineopldsica de las citadas hormonas, la definicidén de
la dosis Sptima y el hallazgo de compuestos con efectos secu:
darios minimos ha sido objeto de investigacidn durante los 0,
timos 25 afos (22,73, 74, 115, 222, 245 ). El efecto antitu.
moral de la terapdutica hormonal no es rdpido y, por ello,
una evidencia clara de destruccion tumoral puede no ponerse

de manifiesto hasta pasadas varias semanas de iniciado el tr:
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tamiento. La respuesta es, por otra parte de cardcter general
{1 tumor primario, los nédulos cutdneos, los linfdticos afec-
tos y las metdstasis pulmonares pueden llegar a "desaparecer"
las lesiones osteoliticas a recalcificarse; el higado a redu-
cir su tamafo, etc. Como consecuencia de tales cambios la su-
pervivencia de las pacientes y su calidad de vida pueden ver-

se notablemente incrementadas.

En términos cuantitativos la frecuencia de respuestas -
positivas no es sin embargo, muy acusada y oscila del 21% pa-
ra los andrdgenos al 36% para los estrogenos (116). Conclusio

nes importantes de los estudios realizados son las siguientes

a) E1 mdximo nivel de regresion tumoral se observa en pa--
cientes con periodo postmenopdusico igual o superior a 4 afios
(41)

b) La aparicién de respuesta positiva se asocié significa-

tivamente con una supervivencia mds prolongada (41 ).

c) Las pacientes tratadas con dietilestilbestrol vivieron
mds y mejor que las que recibieron propionato de testosterona
que fueron, ambos, los preparados hormonales de mayor utiliza

cidn.

El bajo indice de respuesta observado en los grupos de
pacientes tratadas con andrégenos, indujo a la bidsqueda de --
nuevas hormonas y al desarrollo de estudios randomizados pare
la correcta comparacién estadistica de los resultados obteni-
dos. Asi, en 1.958 Kennedy (ll4) introdujo en clinica la Flug
ximestrona, andrédgeno cuya administracién oral parecié, en -
principio asociarse con elevados indices de regresion. Algu--
nos afios después un estudio comparatiyo y randomizado 1llevadc

a efecto por el Cooperative Breast Cancer Group (38) no encor

18-
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tré diferencias significativas entre la Fluoximestrona y el -
Propionato de Testosterona y mostrd, en concordancia con he--

chos ya conocidos, una clara superioridad respecto de ambos -

del dietilestilbestrol.

Fl mecanismo de accién de la remisién tumoral hormono--
{nducida es desconocido, habiédndose formulado diversas hipétg
sis (117): i) accidn directa sobre las células tumorales; ii)
hiperplasia del estroma e incremento consiguiente de la reac-
cién normal contra la presencia del tumor; iii) modificacidn
del estado inmunoldgico de las pacientes (expresado morfoldgi
camente por infiltracién de linfocitos y células plasmiticas)

iv) Supresién de algin factor de crecimiento tumoral.

1.3.2. Antiestrdgenos

Los antiestrdgenos fueron introducidos en clinica en --
1.971 por Cole (36). Muy poco tiempo después numerosas comuni
caciones cientificas confirmaron su valor real en el trata- -
miento del carcinoma de mama metastatizado (37,238 ) donde el
porcentaje de respuestas positivas puede alcanzar al 60% de -
los casos. La mayor eficacia clinica la poseen tres prepara--
dos: Tamoxifen, Nafoxidina y Clomifeno (144 . En particular el
Tamoxifen ha recibido especial atencién conociéndose, hoy dia
las consecuencias clinicas de su empleo y, parcialmente, su -

mecanismo de accidn.

En términos clinicos «cuando el Tamoxifen se utiliza cc¢
mo primera medida terapéutica en cancer de mama avanzado es -
posible demostrar la aparicién de remisidén tumoral objetiva
en un 30-50% de los casos, siendo la regresidn completa, -

aproximadamente, en la tercera parte de los mismos (17). -
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Cuando se utiliza como forma secundaria de terapia la respues
ta objetiva es menor (20-25%). Aunque la duracién media de 1la
respuesta oscila en grandes series de pacientes, entre 9 y 15
meses, remisiones de duracidn 4 veces superior (3-4 afios) no

son infrecuentes y casi dos tercios de las pacientes presen--
tan sistemdticamente, una importante mejoria subjetiva (217),
Caracteristicas clinicas de la accidén del Tamoxifen son final
mente las siguientes: a) Elevada probabilidad de respuesta -
una vez desaparecida la eficacia de otras formas de tratamien
to hormonal; b) influencia positiva de la edad en el tipo de

respuesta (mejor y mds prolongada cuanto mayor es el periodo

de postmenopausia; c) Maximo efecto sobre las metdstasis de -
tejidos blandos y minima accidén en pacientes con fenotipo tu-

moral RE(-).

1.4. TERAPEUTICA HORMONAL ADYUVANTE

El importante papel que la terapéutica endocrina juega
en el cdncer de mama avanzado, la existencia objetiva de remi
siones tumorales y el elevado indice de respuestas observadas
han conducido a la buUsqueda de criterios dtiles para la defi-
nicién de categorias de pacientes de cdncer de mama con enfer
medad residual subclinica probable que pudieran beneficiarse
de la manipulacidén hormonal. En 1.968 se inicid en Manchester
por Cole y col (31) el primer ensayo clinico encaminado a de-
terminar el valor de la castracidén profildctica, como medida
adjunta a la cirugia, para el control de enfermas afectas de
cdncer operable de mama. Este ensayo en el que entraron sélo
pacientes premenopdusicas -con o sin invasién de los linfati-
cos axilares- demostré la eficacia de la combinacidn terapéu-
tica al incrementarse notoriamente, en el grupo de pacientes

as{ tratadas, el intervalo libre de enfermedad, pero no pudo
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ponerse de manifiesto que la supervivencia a largo plazo ¢(5-
10 afos) de las pacientes castrqdas fuese superior a la de

las no castradas. Desde entonces diferentes estudios realiza
dos al respecto han mostrado resultados contradictorios. Asi
Nissen-Meyer y col (177) en el curso de un ensayo clinico -
prospectivo de irradiacidén ovarica profildctica, estimaron h
ber conseguido ambos objetivos, mientras que Ravdin y col (3
no encontraron diferencias significativas en la supervivenci
@ 3-5 ahos. Importante es, sin embargo, el hecho sefialado po
Nissen-Meyer (107) y otros (l68) de que la administracidén de
prednisona a pacientes castradas eleva significativamente el
nlvel de supervivencia de las pacientes de cdncer de mama re
pocto al observado en grupos de enfermas sometidas a cirugia
o a cirugfa mds castracién. Probablemente la prednisona prod
ce este efecto por via de supresidon de los estrégenos de ori

gen adrenal (168).

Es importante destacar que la combinacién cirugia mds
Irradiacién ovdrica (castracién) mis prednisona, en paciente
premenopdusicas con linfdticos axilares histolégicamente pos
tivos resulta tan efectiva como la combinacidn cirugia més
Quimioterapla (monoquimioterapia en régimen CMF) (62, 13 ).
La importancla de esta observacidn reside en el destacado pa
pel que la teraplia hormonal adyuvante puede jugar, como medi
da complementarfa o alternativa a la quimioterapia, en el tr
temiento del céncer de mama operado. Desde el punto de vista
de la morbilidad la terapéutica hormonal es, evidentemente,
®enos agresiva que la quimioterapia y su coste econdmico es
por otra parte muy inferior. La similitud de resultados ofre
cldos por ambos esquemas terapéuticos otorga, quizds, a la
utilizaclidén de 1la hormonoterapia como procedimiento adyuvant

de las medidas locales (Cirugia y Radioterapia) un papel pre
dominante.



1.5. SELECCION DE PACIENTES PARA EL TRATAMIENTO HORMONAL

La respuesta clinica a los variados tipos de manipula--
¢ién hormonal anteriormente descritos, dista mucho de ser ge -
neral. En efecto, sd6lo una cierta fraccidn de pacientes de -
cdncer de mama -variable en funcidén de la accidén hormonal ins
taurada- presenta una mejoria evidente de su proceso neopldsi
¢o, por ello la identificacién previa de los subgrupos de en-
fermos con respuesta positiva de tratamiento hormonal reviste

considerable importancia.

1.5.1. La Determinacidn de Receptores Hormonales

Ll mecanismo de la accién hormonal en cédncer de mama y
el empirismo subyacente tanto en la seleccion de pacientes --
(18) como en la eleccién de 1la manipulacién endocrina, comen
zZaron & desaparecer en la década 1.960-1.970 con la introduc-
cién cllnica de los métodos de deteccidn y medida de Recepto-
res Hormonales. Una de las etapas iniciales para el desarro--
llo do tales métodos fué la sintesis de derivados radiactiwves
de moléoulas estrogénicas con elevada actividad especifica -
( 80,107). Folca y col ¢ 65), encontraron correlacién entre -
acimulo de Nexetrol-BH en el tumor mamario y respuesta al tra
tamiento hormonal ablativo, de forma que si el tumor, antes j
de la cirugfa, es Capaz de concentrar la molécula marcada, in
yectada I.V., la eficacia del tratamiento hormonal es muy elg
vada; por otra parte, en ausencia de acdmulo de Hexetrol-BH -

b

la probabilidad de respuesta positiva es nula.

Jensen y col (106 ) iniciaron una nueva aproximacién al
conocimiento de los mecanismos de accidn hormonal, demostran-

do ¢n animales de experimentacion el preferencial enlace de -
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la molécula de estradiol tritiado, sobre dtero y vagina. Este
acuimulo de la hormona no se producia en tejidos no blancos de
la accién estrogénica. En 1.966 Toft y Gorski (233) aislaron
y caracterizaron parcialmente, del tejido uterino de la: rata
‘una sustancia de elevado peso molecular y coeficiente de sedi
mentacidn del orden de 9,5 S, cuyas propiedades fisico-quimi-
cas y de reactividad con enzimas proteoliticas resultaban in-
dicativas de la naturaleza protéica de la macromolécula, que,
por otra parte enlaza especificamente el 17B Estradiol-H a -
concentraciones fisioldgicas de la hormona estrogénica y el -
enlace Hormona-Proteina se inhibe en presencia de Dietilestil
bestrol; inhibicidén que resulta sélo parcial cuando se utili-
za como competidor el 17X Estradiol. La macromelécula recepto
ra parece, entonces, ser capaz de distinguir entre los esté--

reoisdomeros del estradiol.

Extensas investigaciones realizadas por Jensen y col -
( 108 demuestran que tanto "in vivo" como "in vitro", los te-
jidos blancos de la accién estrogénica poseen un componente -
dnico denominado "Receptor". El enlace reversible entre la -
hormona y el receptor, sin que exista transformacion quimica
de la molécula esteroidea, parece ser la primera etapa del -
proceso uterotrépico. La interaccidén del estradiol con los te
jidos blancos incluye dos fendémenos distintos: captacién y re
tencién. E1 dltimo proceso puede ser saturado "in vivo" si la
hormona administrada excede los niveles fisioldégicos (109. -
Jensen (110 postula que la captacidn del estradiol por la cé-
lula blanco se realiza por la macromelécula Receptora de coe-
ficiente de sedimentacidén 9,5 S, una vez que el 17p E2 pene --
tra en la célula por difusion pasiva. Este complejo R-E trans
fiere la hormona al ndcleo mediante un proceso, dependiente -
de la temperatura, que consume receptor 9,5 S. La formacion -
del complejo R-E nuclear de coeficiente de sedimentacidén 5 S

puede ser el resultado de la ruptura de la molécula 9,55. Po-



siblemente la proteina extranuclear sea sélo un "transp orta- -
dor" del Ez al nicleo y la célula responda a la accién hormo-
nal por un mecanismo independiente de la molécula citoplasmd-
tica. £1 hallazgo de receptores citoplasmdticos de estrégenos
‘en el tejido tumoral de pacientes afectas de cdncer de mama -
fué tnmedifato (101)y permitié especular desde entonces con la
hormonodependencia de tales cdnceres. Los Ultimos afios han -
presenciado un desarrollo vertiginoso de los métodos de medi-
da de receptores asi como la aparicién de innumerables publi-
caclones (108, 159,160,20Dreferentes unas veces a la utiliza-
clén de los RE en la prediccidon de la respuesta tumoral a una
determinada manipulacidén hormonal y otras al disefio de estra-
teglas terapéuticas diversas encaminadas al control de la en-
fermedad neopldsica maligna de la mama. Consecuencia de tales
estudios ha sido la nocidén de respuesta improbable a cual--
quier tipo de terapia endocrina en ausencia de receptores, la
prediccidn de respuestas favorables en un determinado porcen-
taje de casos receptor-positivo (55-60% aproximadamente) y la
aparicién consiguiente de un método racional de seleccién de

paclientes para tratamiento hormonal.

€n céncer de mama la importancia de la deteccidn y cuan
tificacién de los receptores estrogénicos radica en los si- -
gulientes hechos @08,154);

a) La presencia o ausencia de receptores citoplasmdticos -
de estrégenos en el homogeneizado de un tumor es esencial pa-
ra diferenclar la tLormonodependencia u hormonoindependencia -

del tumor en cuestidn.

b) £l fenotipo (RE(<4) o RE(-)) del tumor analizado ha re-
sultado ser de valor predictivo en la respuesta ulterior a la
manipulacidn hormonal a que han sido sometidas las pacientes

afectas.
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c) En alguna medida el fenotipo del receptor y sobre todo
su nivel de concentracidén intratumoral es, o puede ser, refl
jo de diferencias de comportamiento de los distintos clonos
celulares que lo componen. El reconocimiento de este hecho h
tenido importantes consecuencias terapéuticas y ha permitido
por un lado, estratificar a las pacientes afectas de cdncer
de mama avanzado en subgrupos diferentes de acuerdo con la n.
turaleza del arma terapéutica empleada (ovariectomia, anties
trégenos, quimioterapia, quimio mds hormonoterapia, etc) y
por otro, conferir con eficacia inesperada a la hormonotera-
pia el papel de tratamiento adyuvante en cdncer localizado
(169).

1.5.2. Formas Moleculares del Receptor de Estrégenos

Los métodos habitualmente utilizados para la determina
cidn del peso molecular, estructura, y conformacion del rece
tor, son la filtracidén en gel y la ultraceﬁtrifugacién en gr.
diente de sucrosa..En sus trabajos Toft y Gorski (75,233) de
mostraron a este respecto que el estrégeno radiactivo se enl
zaba sistemdticamente en una reaccidén de elevada afinidad co
una especia protéica de 8-9,5S5 de coeficiente de sedimenta-
cidn, aunque cantidades mds pequeias de E2 aparecen siempre
ligadas a una fraccidon de 4-5 unidades Swedberg. Posteriorme
te se puso de manifiesto que la elevacidén de la temperatura
del ensayo, o la extraccidén de receptores nucleares en ClK
0,3M, conduce a la identificacidn de una dnica especie molec:
lar de coeficiente 4-5S5, sin que pudiese demostrarse la pre-

sencia de la forma 8S caracteristica.

La identificacidn de dos formas moleculares de recepto

tuvo consecuencias clinicas inmediatas. En efecto, en 1.972



wittliff y col (126) comenzaron a utilizar de manera rutina-
ria la ultracentrifugacidén en gradiente de densidad de sucro
sa para la medida de la concentracién de receptores de estré
genos en homogeneizados de tejido tumoral mamario humano y -
observaron dos hechos significativos: a) En algunos especime
nes tumorales sélo se aprecian formas moleculares de bajo -
coeficiente de sedimentacidn, mientras que en otros se pre--
sentan las formas 8S y 4S. b) La hormona marcada resulta des
plazada del complejo R-E en presencia de DES, tanto de la -

forma molecular 8S como de la 4S.

Wittlift supuso entonces que de la dimerizacidn (4S+ -
4S —> 8S) surgfia la forma activa -8S5- dotada de capacidad -
de translocacidn nuclear y responsable, por ello, de la ac--
cién hormonal (126).Dividié, entonces a sus pacientes de cdn
cer de mama en dos grupos: RE (+) y RE(-) y considerdé como
RE(+4) sb6lo aquellos casos en los que se consiguid demostrar
la presencia de la especie molecular 8S (asociada o no a la
forma 4S) y comprobdé que en tales pacientes el porcentaje de
respuestas positivas a la manipulacidn hormonal ascendia al
75%, cifra claramente superior al convencional 60% de res- -

puestas positivas admitido generalmente (201.

Los resultados de Wittliff no se han visto confirmados
en la experiencia de otros autores. Para Tizler y col (227)
por ejemplo la presencia, en los ensayos, de una u otra for-

ma molecular resulta ser funcién del tiempo de incubacidon -

del estrdgeno marcado con el homogeneizado tumoral en estu-

dio. Parecidas conclusiones se derivan de las experiencias

de Chamness y McGuire (27) y de todo ello se deduce que el
establecimiento de una relacién entre forma molecular del -
receptor y respuesta clinica es un problema erizado de difi-
cultades en cuyo andlisis debe quedar previamente clarifica-
da la relacidn existente entre la forma molecular del recep-

tor y las condiciones fisico-quimicas de realizacidon del en-



sayo. En este sentido, trabajos anteriores realizados en nue
tro Departamento (58,59) nos han permitido estahlecer que en
funcidén de las condiciones en que se realiza el ensayo (tiem
po de incubacidn, presencia de inhibidores enzimdticos o mod
ficaciénes en la fuerza idnica del medio) es posible identif
car especies moleculares diversas y se ha descrito que la ma
cromolécula receptora estd constituida por ocho subunidades

o protémeros que se asocian formando dimeros, tetrdmeros (fo
ma de coeficiente de sedimentacién 4S) y octdomeros (forma d
coeficiente de sedimentacidén 8S). El cdlculo de los pesos mo
leculares aparentes de estas proteinas (30, 60, 100 y 200 -

Kdalton) y los coeficientes de asimetria (f/fo) encontrados

justifican esta hipdtesis.

Aunque los aspectos moleculares de la interaccidn entr
esteroides y receptores permanecen adn obscuros, los progre
sos en caracterizacién de la estructura cristalina de cierta
proteinas plasmdticas purificadas a las que los esteroides s
enlazan con alta afinidad, permiten suponer que una metodolo
gia similar podria ser aplicada al estudio de las interaccio
nes Receptor-estrégeno. Se piensa (49) que el esteroide se -
une al receptor a través de dos enlaces por puentes de hidrd
geno y por fuerzas de Van der Waals que estabilizan el compl
jo. La energia de enlace (aproximadamente 12 Kcal/mol) se re
parte de manera aproximadamente igual entre ambos tipos de i
teracciones. La flexibilidad de la proteina, es probablement
limitada y el enlace R-E induce ciertos cambios en la confor
macidn protédica quizds a través de interacciones sucesivas a
partir de una configuracidn inicial. La influencia que, sobr
la afinidad del enlace, tiene el cambio de radicales introdu
cidos en la estructura bdsica de los esteroides, sugiere que
el enlace se establece por varios puntos, de acuerdo con un
modelo biofisico intermedio entre el de la llave-cerradura y

el de cremallera.
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1.9.3. Activacidn del Complejo Receptor-Estrégeno

El modelo de accion hormonal en doble escalén de Jen
(110 supone que el enlace del estradiol a la estrofilina,
duce la conversidn de ésta a una forma activa capaz de tra
carse al nidcleo en cuyo interior el complejo RE activado s
asocla a la cromatina y, de alguna forma, desencadena la s
tesis de diversos tipos de RNA que son caracteristicos de
tejidos hormono-dependientes. Con este proceso se inicia ui
compleja serie de reacciones cuya expresién final es la ac.
cidén trdéfica tisular. Este modelo sostiene que las molécul:
del receptor estrogénico no enlazadas a la hormona se encue
tran "exclusivamente" en el compartimento citoplasmdtico y
que pasan al interior del ndcleo cuando, en presencia de ecs
tradiol, se produce el proceso de activacidn y translocaci¢
de la estrofilina. De ello se deduce que la formacién del r
ceptor nuclear es absolutamente dependiente de la presencia
de ambos: estradiol y estrofilina. Este mecanismo parece se

clave en la accidn hormonal de los esteroides.

1.5.4, Interaccidén del Complejo RE con el DNA

La hipdtesis de la unidn entre la cromatina nuclear y
¢l complejo RE estd soportada por dos experiencias bidsicas:
1) La accidn de 1las Deoxiribonucleasas sobre los nidcleos de
las células uterinas impide la formacién del complejo nucle
¢stradiol-receptor (172 y 2) El estradiol enlazado en los n
cleos de las células del dtero puede ser liberado mediante
tratamiento con deoxiribonucleasa (g7 ). En general el enlac
entre el RE y el DNA no parece depender del origen del DNA
(23D aunque se ha sugerido que la forma molecular 4S del RE

muestra un enlace preferencial con el DNA extraido de la ra
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comparado con el DNA procedente de otros organismos (248). Ya
mamoto y Alberts han demostrado que el enlace nuclear del re
ceptor 4S se asocia con su conversi6n a una forma 5S por ad-
quisicién de una subunidad adicional (249).

Por otra parte el RE del citosol de dtero de rata se --
enlaza cn mucha mds extensién a la cromatina uterina que a la
extralda del h{gado, bazo, pulmén o rindn. E1 enlace es satu-
reble a4 altas concentraciones de RE (215).Cuando los estudios
de]l enlace se efectlan en presencia de cromatina libre de his
tonas tanto la especificidad como el ndmero de "sitios" de en
lace se conservan (215).Las histonas, por tanto, no forman -
parte del aceptor para el RE y no existen evidencias de que
protefnas no-histonas de la cromatina puedan constituir compo
nentes primarios de los sitios aceptores para el receptor nu-
clear. Estas moléculas protéicas (no-histonas) parecen ser re
gQuladoras de clertas funciones genéticas especificas (214 y -
los estrégenos, si bien no inducen cambios cualitativos ni -
ouantitativos en las histonas, incrementan los niveles de pro
teinas cromosémicas no-histonas durante los precoces estadios
de la diferenclacidén, para decrecer durante los estadios fina
les de la maduracién (34),

b:3.5, Efecto del Estradiol sobre la Sintesis del RNA

La estimulacidn de la sintesis de RNA en el nldcleo de -
cédlulas uterinas puede observarse a partir de los 10 minutos
de la Inyecclon fntraperitoneal de estradiol (170). El andli--
sls del RNA sintetizado puede efectuarse utilizando precurso-
res marcados y separando por ultracentrifugacién en gradiente
de densidad el RNA nativo 0 desnaturalizado para evitar esta-
dos de agregacién (127, r1 alto peso molecular de las especie:

RHA fdentificadas ¥ su heterogeneidad permite postular que



las moléculas marcadas corresponden, efectivamente, a RNA nu-
clear. Este precoz incremento en la sintesis del RNA resulta
bloqueado por la actinomicina D pero no por la cicloheximidir
lo que sugiere que la continuada sintesis de proteinas no es

necesaria para este efecto inicial del estrégeno G70.

Ademds de la estimulacién precoz de RNA nuclear pocas h
ras después de la administracidén del estrdgeno la sintesis de
ribosomas 455, 32S, 28S, 18S y 5S, muestra también un increme
to (51,128) y se induce la sintesis de mRNA (128). Se ha demos
trado, por otra parte, que los estrégenos inducen la sintesis
de nuevas secuencias de RNA que no es posible identificar en

células no estimuladas (30).

Las experiencias de Gorski (79) son demostrativas de la
induccidén por el 17p EZ’ del enzima Polimerasa I-dependiente
del Mg en células del Gtero de rata inmadura. Esta estimula-
cién se sigue del incremento en los niveles de Polimerasa II
las 12-24 horas de la administracidn de estradiol, estimula-
cidén que ha resultado ser bifdsica (71) con un primer pico a
los 30 minutos de la inyeccién de 17¢ E2 y un segundo increme
to de actividad cuando el tiempo entre inyeccién y deteccién
sobrepasa las 12 horas. En contraste, el aumento de la Polime
rasa I es monofdsico y ocurre entre los 30-60 minutos. Hallaz
gos similares han sido encontrados por otros autores utilizan
do como tejido blanco de la accién estrogénica uUtero de conej

(15) y oviducto de pollo (44).
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1.5.6. Efecto del Estradiol sobre la Sintesis de Proteinas Es-

pecificas.
peciticds>

Las hormonas sexuales esteroideas influyen sobre el cre-
cimiento y la diferenciacién de sus respectivos drganos blan--
cos y se sabe que modulan el metabolismo de varios enzimas y -

de distintas proteinas estructurales (69,189 ).

Nobides y Gorski demostraron por electroforesis en gel -
la presencia de una banda de proteina especifica denominada -
“proteina inducida" (P I) en el citosol de lGtero de rata y cu-
ya sintesis estaba mediada por la accién del estrégeno (478). -
Experiencias tanto "in vivo" como "in vitro" ponen de manifies
to que la induccién de 1la sintesis ocurre a los 30-40 minutos
de la administracidén de la hormona (112,212)y que puede ser -
bloqueada por la cicloheximina 178). La actinomicina D bloques
la induccién de la sintesis incluso a concentraciones del inhj
bidor que sélo tienen efectos minimos sobre el resto de los
procesos de sintesis protéica (48). La proteina inducida ha s
do purificada y se ha demostrado que es un polipeptido de pe-
so molecular aproximado 45.000 dalton 123). No se conoce cual
es la funcidén especifica de esta molécula. Existen fuertes ev.
dencias de que la induccién estrogénica de la proteina estd m
diada por la sintesis de su mRNA y que la velocidad de acumul
cién de este mensajero es el factor limitante del proceso de
activacidén (24) y de ello puede pensarse que las hormonas est

roideas actuan predominantemente a nivel transcripcional.

Particular interés presenta el hecho de que el receptor
de progesterona en las células uterinas sufre un notable incr
mento que se inicia a las 4-12 horas de la administracion de
estradiol y que tras cuatro dias de tratamiento hormonal, los

niveles de receptor de progesterona (RPg), cuantificados en ¢
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tosol uterino llegan a ser 10 veces superiores a los que se
encuentran en animales castrados (66). Cuando la administra-.
cién de estrogenos se interrumpe, los niveles de RPg disminu-

yen lentamente con una vida media del orden de 3 dias(é66).

La identificacidn del receptor de estrdgenos (RE) cito.
plasmdtico en cdncer de mama humano 002,103) y la postérior
demostracidn en este mismo tumor de la presencia del RPg (97
ha llevado a proponer que este Ultimo receptor, cuya sintesic
estd controlada por los estrégenos pueda servir como un marc:
dor de la accidon estrogénica en cdncer de mama (98). Asi, la
presencia de RPg en un tumor podria indicar que la secuencia
completa que incluye el enlace de 17ﬁ>E2 al receptor citopla:s
matico, el movimiento del complejo RE hasta el nicleo, su en-
lace a la cromatina y la estimulacidén de productos finales es
un camino metabdlico cuya integridad puede suponerse para el

tumor en cuestidn (96).

En la linea celular establecida MCF-7 (213 el tratamier
to durante 4 6 5 dias con 17p E2 (0,001 a 100 nM) ocasiona -
un incremento comprendido entre 3 y 6 veces respecto a los ni
veles basales de RPg. La respuesta del RPg al estradiol es dc
sis dependiente (96) y puede ser suprimida por la presencia -
en el medio de cultivo de antiestrdégenos. Resultados simila--

res han sido descritos por Allegra y col ( 1) utilizando la -

linea celular ZR-75-1 (55), demostrando ademds que concentra
, (107Mo 107!

sintesis del receptor de progesterona.

ciones no fisioldgicas de E M) no inducen la -

En el momento actual no existe ningin test que pueda -
predecir de manera exacta, la eficacia de la terapia hormonal
en cdncer de mama. La identificacién de proteinas inducidas -
por accidén de los estrégenos-peroxidasa (152, glicoproteina -

de 46.000 dalton (24), fosfoprotein-fosfatasa (165, IP (166,



miltiples proteinas inducidas por los estrégenos en la linea

celular MCF-7 (165,240 ) y la posibilidad de que tales sustar
clas puedan servir como marcadores de la accion estrogénica y
derivado de ello, de la hormonodependencia del cdncer de mama
confiere a estas investigaciones extraordinario interés. La

complejidad de la respuesta a la accidén estrogénica en los mg
delos de tejidos o células blanco utilizadas y el hecho de qu
sean multiples las proteinés cuya sintesis se induce por el e
tradiol, ha hecho pensar (165) que el andlisis de una sola de
ellas como criterio de 1la hormono-dependencia tumoral puede r
sultar engafoso. Por otra parte, el que alguna de estas prote
nas inducidas, en la linea celular MCF-7, bajo la accidn de

los estidgenos estimulen la propia proliferacién celular en e
medio de cultivo (235) sugiere una funcién bioldgica para la

IP cuyas implicaciones estdn adn por conocer.

1.6, UTILIDAD CLINICA DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN CAN-
CER DE MAMA

Durante los Gltimos diez afos 1a doctrina terapéutica
del cdncer de mama ha cambiado sustancialmente y sin temor a
¢quivoceclidén puede afirmarse hoy que este cambio se ha debido
fundamentalmente al desarrollo y amplio uso de los ensayos de
determinacién de receptores (163,141 ) y al establecimiento de
5y valor predictivo respecto a la dependencia hormonal de de--
terminedo grupo de tumores (33, 90, 122 ). Hoy dia se sabe que
en aquellos tumores en los que no es posible detectar 1la pre--
sencla de receptores de estrégenos la probabilidad de respues-
te a la terapdéutica hormonal es prdcticamente nula, mientras -
que los tumores RL +) ofrecen variables, pero positivos ti--
Pos de respuesta g la terapia endocrina en una alta proporciodn
de casos (90, 122). £1 empirismo que, durante muchos afios -es-

tado menopiusico, intervalo libre de enfermedad, respuesta a -
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la manipulacidn endocrina previa, localizacidn de la lesién -
metastdsica dominante, etc- ha presidido la eleccidén del tra-
tamiento hormonal de las enfermas de cdncer de mama, ha de ja-
do paso hoy a un procedimiento objetivo y racibnal, que permi
te a los médicos seleccionar para las enfermas, un esquema te
rapéutico especifico. Quizds por ello, la determinacién del -
fenotipo tumoral, en términos de receptor, haya alcanzado en

la actualidad, tan enorme difusidn. As{, mds que preguntarmos
hoy por la frecuencia de presentacidén del receptor, su rela--
cidn con el estado menstrual de las pacientes y la probabili-
dad de respuesta ulterior al tratamiento hormonal, hemos de -
dar contestacidn a preguntas de mayor envergadura. A titulo -

de ejemplo se pueden enunciar las siquientes:

a) ¢(Cual es el valor de un ensayo de receptores realizado
en el tiempo de la mastectomia para predecir la respuesta tu-
moral al tratamiento endocrino llevado a cabo meses o afnos -
después ante el desarrollo de una situacién clinicamente me - -

tastdsica?

b) ¢(En qué medida, en pacientes de alto riesgo de existen-
cia de enfermedad microscépica distal (N axilar por ejemplo)
el resultado de un ensayo de receptores realizado sobre un -
fragmento de la pieza quirdrgica de mastectomia puede sentar

la indicacidn de hormonoterapia a titulo adyuvante?

c) ¢(Es importante, y se derivan consecuencias clinicas - -
apreciables de ello, el nivel de concentracidn de receptor es

timado en los ensayos?

d) ;Cual es el papel del receptor de progesterona en 1la de
pendencia endocrina del tumor?. ¢, Tiene valor su perfil cuan-
titativo en la seleccidn de pacientes para tratamiento hormo-

nal-?
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e) ¢Es el fenotipo tumoral RE(+4) o RE(-), en si mismo con

siderado, un factor de prondstico independiente de los otros?

f) ;Correlaciona la presencia y concentracidén del receptor
con el curso progresivo de 1la enfermedad en las pacientes que

metastatizan?

g) ¢Cémo pueden mejorarse los indices de respuesta positiv

al tratamiento endocrino?.

Utilizando los resultados de experiencia propia de nues
tro grupo de trabajo (50, 58, 150) y a la luz de los datos -
existentes en la literatura sobre el tema trataremos de expo-
ner aqui el estado actual de opinidn acerca de éstas y otras
cuestiones relacionadas con los ensayos de determinacidn de r

ceptores,

1.6.1. Frecuencia de Presentacidén de RE y RP en Cancer de Man

La frecuencia de presentacidn de los distintos fenotipc
de receptor RE y RP varia seqgin los autores y el centro de tr
bajo respectivo. Varias razones explican las diferencias publ

cadas:

a) El1 método de andlisis empleado:

En efecto los niveles de concentraciodon, y en cierta n
dida, la positividad o negatividad del ensayo en un homogenei
zado tumoral cualquiera, estdn directamente relacionados con
el método empleado para su determinacidn. E1 mds ampliamente
utilizado de ellos (absorcidon del estradiol o la progesteronc
libre utilizando carbén-dextrano-DCC-), ofrece, por ejemplo,
valores mds bajos de RE y/o RPg que los que se obtienen cuanc

se utiliza protamina o hidroxiapatita como elementos de sepat



cién entre fraccién libre y fraccién enlazada (121,191 ). Por

otra parte, la incorrecta valoracién de los enlaces no especi
3

ficos del 17P E,-

la- receptora puede conducir a resultados anormalmente altos -

(60 ).

H a proteinas citoplasmdticas distintas de

b) Expresidén del resultado final:

Como quiera que la presencia de RE o RPg en el citosol
procedente del homogeneizado tumoral se expresa en términos -
relativos a proteina total (fmol/mg) la no correccién del re-
sultado final por la cantidad de albdmina presente conduce, -
necesariamente, a una infraestimacién que puede alcanzar segun
los datos de nuestro laboratorio (58), hasta un 7%. El cardc-
ter RE (+) o RE (-) o RPg (+) o RPg (-) depende, por otro -
lado, del nivel de concentracidén que se considere minimo para
dar el caso como positivo o negativo. En nuestro grupo de tra
bajo se ha adoptado, a este respecto, el criterio de dar como
RE (4 ) a todo tumor con una ooncentracién estimada de recep-
tor estrogénico igual o superior a 5 fmol/mg y como RPg (+)
a todo tumor con una concentracidén de receptor de progestero-

na igual o mayor que 10 fmol/mg.

Tomando como base las anteriores consideraciones los -
resultados obtenidos en nuestro Departamento, analizando la -
presencia y nivel de concentracidén de RE en 94 pacientes afec
tas de cancer de mama, en diferentes momentos de su evolucion
clinica, ofrecen un porcentaje de positividad para RE del 68%
cifra similar a la encontrada por otros investigadores (154).
El rango de concentraciones observado, que oscild entre 5 y -
181 fmol/mq, fué, en cambio, inferior al publicado por otros
(142, 204). La explicacién a esta diferencia hay que buscarla
en la correccidén sistemdtica por la albimina, que de llevarse
a efecto sobre estima la tasa real del receptor en un 5-10% -
( 60). )



Por lo que al receptor de progesterona se refiere, la -
frecuencia observada del fenotipo RPg (4 ) fué del 45% Y su -
rango oscilé entre 10 y 400 fmol/mg (58).

1.6.2. Influencia de la FEdad y del Estado Menstrual sobre la

Presencia y Nivel de Concentracidn de RE y RPg

Cldsicamente se considera que, en pacientes pPostmenopdu
sicas, la proporcidn de tumores con RE (+) se incrementa con
la edad y lo mismo ocurre, aunque en menor grado, con el RPg
(158). Seglin datos de Saenz y col (198) los picos de mixima -
incidencia que se situarian entre 50 y 70 afios oscilan entre
el 66% para RE (+ ) y 37% para RPg (4 ). En situacidn premeno
pdusica estas cifras caen significativamente, segin los datos
obtenidos en nuestro departamento (42% para RE (+) y 17% pa-
ra RPg (+)) (58) o las publicaciones de distintos autores .
(156,198, 204).

La explicacidn dada a este fendmeno hace uso de un he--
cho de observacidn simple: En pacientes premenopdusicas la -
elevada tasa de estrégenos circulantes puede conducir a una -
situacidén de saturacign total o parcial, de los sitios de 1i
gadura del receptor que harfa dificil su deteccidn toda vez -
que no habria lugar al enlace del l7p[%r£nlen cuantia signi-
ficativa como Para su identificacidn. Esta tesis no parece su
ficiente, sin embargo, para dar una respuesta satisfactoria -
a dos importantes cuestiones: a) Cuando el €énsayo se realiza
a 309C, con propésitos de medir la tasa total de RE ocupado -
Y Nno ocupado por hormona circulante, las diferencias entre -
los subgrupos de mujeres pre vy postmenopdusicas se mantienen
(11, 141, 142). b) Si tales diferencias fuesen debidas sdlo -
al proceso de saturacién del receptor por estrogeno circulan-

te endégeno deberia existir una proporcidén de tumores RC (-)



en pacientes premenopdusicas que, en respuesta al tratamient
hormonal, presentasen una remisidn objetiva, hecho que dista

mucho de la realidad ( 133),

Saenz y col (198) en el intento de encontrar una inter
pretacidén posible a este fendmeno han argumentado que la eda
independientemente del estado menstrual, puede ejercer una i
portante influencia sobre los datos experimentales. En efect
en pacientes postmenopdusicas aunque el contenido tumoral en
RE crece desde los 40 hasta los 70 afos (80 fmol/mg de media
frente a 152 fmol/mg seglin datos de nuestro grupo (58 ), las -
desviaciones en 1la concentracidn de RE difieren considerable-
mente para idénticos grupos de edad. Por el contrario en pa--
cientes premenopdusicas el contenido en RE se mantiene dentro
de un rango menos variable, sin existencia de cambios atribui
bles a la edad. Se desconocen por el momento las razones de -

causalidad del fendmeno descrito,

1.6.3. RE/RPg y Estadfo de la Enfermedad

Se ha aceptado generalmente que el carcinoma mamario se
hace menos hormono-dependiente durante la progresidn de la en
fermedad. Esta idea choca sin embargo con dos clases distin--
tas de observaciones experimentales (158, 198 ): a) en €nsayos
de determinacign de receptores realizados a partir de piezas
tumorales obtenidas en el curso de una mastectomia o una exci
sién biopsia reglada en enfermas de c4ncer mamario, estadios
I-IT-T11I, no se han objetivado diferencias significativas tan
to en 1a frecuencia del fenotipo (RE (4 )) como en la concen-
tracidn del receptor. b) de igual modo, en pacientes estadio
Iv (situacidn clinica de metdstasis, la incidencia y 1a tasa
del receptor no difiere estadisticamente de las encontradas -

€n otros estad{ios.



Los resultados de nuestro grupo (58) coinciden estrech,
mente con las observaciones anteriores: En 67 ocasiones se m
dié la tasa de receptor estrogénico en el tumor primario y e
27 casos la determinacidn del receptor se realizé sobre pie-
zas tumorales extraidas de focos metastdsicos. La frecuencia
de presentacidn del fenotipo RE (+ ) fué 67% y 69% en prima-
rio y metdstasis respectivamente. El fenotipo RPg (+ ) que s
investigé en 35 tumores primarios y 20 dreas de metdstasis s
presentd en ambas localizaciones sdélo en el 42% de los casos
Las concentraciones medias de RE(+ ) y RPg(+ ) en primario y
metdstasis fueron del mismo orden de magnitud. Resulta claro
por lo tanto que la progresidn loco-regional o metastdsica d
la enfermedad, no introduce "per se", ningin elemento de dis

paridad en el contenido tumoral de receptores,

1.6.4. RE en el Tumor Primario. Subgrupo de Pacientes en Rie

go y Respuesta Endocrina Ulterior

Una cuestidén importante en los ensayos de determinacié
de receptores, viene dada por la hipdtesis de si el resultad
de ensayos realizados en el tiempo de la mastectomia sigue
siendo vdlido, afos mds tarde, en caso de desarrollo de metd
tasis, para predecir la respuesta a un posible tratamiento
hormonal. La importancia del hecho en cuestidn radica en que
menos del 50% de las pacientes con enfermedad avanzada prese
tan lesiones accesibles para biopsia y ensayo, mientras que
en el 100% de las enfermas sometidas a cirugfa mamaria la di
ponibilidad de tejido tumoral para estudio de receptores es
real. La objecidn tedrica a la hipdotesis anterior es que el
estado RE de un tumor determinado puede cambiar en el period
de tiempo comprendido entre la cirugia del primario y la apa
ricién de las metdstasis, objecidon desprovista de base cient

fica por dos drdenes distintas de razones.,



a) Por la similitud de resultados obtenidos en cuanto a -
la presencia de receptor se refiere, entre primario y metds-

tasis en un cierto nimero de pacientes (apartado 1.6.3.).

b) Por la igual respuesta terapéutica observada al trata-
miento endocrino en tumores RE(4 ) cuando el fenotipo del re
ceptor se determiné, bicn sobre tejido tumoral obtenido de -
la excisién-biopsia del primario o de la de un foco metasta-
sico ulterior segin han demostrado concluyentemente McGuire

(158) y Block (10 ),

Por otra parte, como quiera que la mayor parte de las
enfermedades de cincer de mama con axila histoldgicamente po
sitiva acaban muriendo por enfermedad metastdsica y el trata
miento adyuvante ha venido a demostrar la posibilidad de cu-
racién real de un cierto nimero de tales casos (el razona- -
miento operante en la introduccidén de la terapia adyuvante -
es que en pacientes N(+) la extensién tumoral a los linfdati
cos axilares es equivalente al hallazgo de micrometdstasis -
distales y que el tratamiento citotdxico, en tal situacidn -
puede conducir al éxito), la decisidén crucial, hoy dia, no -
es si conviene o no la terapéutica adyuvante a las enfermas
N(+ ) sino qué drogas, durante cuanto tiempo y a qué tipo de
pacientes han de ser administradas (195) y si la hormonotera
pia puede o no ser utilizada como arma terapéutica adyuvante
en pacientes RE(<4). Los resultados iniciales asi parecen in
dicarlo puesto que, en la experiencia de McGuire (158), las
enfermas N(4 )/RE(+ ) presentan menores indices de recidiva
cuando se tratan con una combinacidon quimio-endocrina que -
cuando reciben quimioterapia sélp, mientras que las pacien--
tes N(+ )/RE(-) no exhiben diferencias en los niveles de re-
cidiva se afnada o no la terapéutica antiestrogénica a la qui
mioterapia.

He aqui, en consecuencia, dos razones fundamentales pa

ra justificar la rcalizacidn del ensayo de receptores al me-



nos en la totalidad de las enfermas de cdncer de mama N(4)

axilar.

1.6.5. Concentracidn de RE y Respuesta Terapéutica

Es evidente que el ensayo RE es mds Gtil cuando el tu--
mor presenta el fenotipo RE(-) que cuando se presenta bajo 1la
forma RE(4 ). En el primer caso las pacientes rara vez respon
den al tratamiento endocrino. En el sequndo la respuesta posi
tiva no se encuentra garantizada, aproximdndose como ya sabe-

mos, al 40% el ndmero de fallos terapéuticos.

Durante mucho tiempo a partir de la hipdtesis de que -
los tumores con alto nivel de receptores estarian constitui--
dos por una elevada proporcidén de c€lulas RE(+), se ha veni-
do especulando con la idea de que la cuantificacidn del conte
nido RE en la pieza tumoral podia constituir un elemento dis-
criminante en la prediccidn de respuesta al tratamiento hormo
nal. Aunque los resultados conocidos parecen, en algunos ca--
S0s, contradictorios entre si, se va abriendo paso en la ac--
tualidad, una amplia convergencia de criterior en torno a es-

te importante tema.

En un reciente andlisis de casi 200 ensayos clinicos -
orientados hacia la demostracién de los beneficios derivados
en la terapia hormonal, McGuire 158 ) ha encontrado elementos
de acuerdo bdsicos que demuestran, efectivamente, que tumores
de mama con niveles de RF indetectables o muy bajos ofrecen -
una muy escasa respuesta al tratamiento endocrino, mientras -
que aquellos otros con alto contenido en receptores presenta-
ron indices de respuesta‘muy elevados. Parece por ello que -

en cdncer de mama, no sélo el fenotipo del receptor RE(<4+), -

sino, sobre todo, su nivel de concentracidn en el citosol, in



crementan la seguridad de los clinicos en la seleccién de en-

fermas para tratamiento endocrino.

1.6.6. RPg y Respuesta Endocrina

Adn con elevados niveles de concentracidn de receptor -
no todos los tumores RE(+ ) ofrecen una respuesta al trata-
miento hormonal clinicamente objetivable. La explicacién de
este fenémeno dista mucho de ser conocida con exactitud. Hace
algunos afios Horwitz ©8) razond que puesto que la ligadura
del receptor con el estrdgeno era s6lo la primera etapa de ur
complicado mecanismo bioquimico que conducfia a la sintesis
protéica y crecimiento celular posterior de los tumores de m:
ma, quizds la existencia de algin defecto en la etapa final
de este proceso podria explicar la inexistencia de respuesta
en tumores RE(+ ) y como quiera que tanto a nivel experimen-.
tal como en el cdncer de mama humano la sintesis de RPg pare
ce estar sometida al control de los estrdégenos, se sugirid 1.
hipdtesis de que la presencia de RPg en el homogeneizado de
un determinado tumor venia a significar la permanencia intac
ta del mecanismo de accidén de los estrdégenos y, por tanto, e
tales tumores, el porcentaje de respuesta a la manipulacidn

endocrina deberia ser muy elevado.

Asi resultd ser, en efecto. Los porcentajes de respues
ta positiva al tratamiento endocrino observado en una amplis
ma serie de 1.366 pacientes afectas de cancer de mama, publi
cada por McGuire y col (158) fueron del 10%, 55%, 33% y 75%
respectivamente para los fenotipos (RE(-), RPg(-)), (RE(+),
RPg(-)) , (RE(-), RPg(+)) y RE(+), RPg(+)).La fraccidén d
tumores que contiene, sélo RPg(+ ) es muy baja -segin los da

tos de nuestro laboratorio del orden del 3% del total de ca-

b



sos analizados (58) -y dificil de explicar en la actualidad
teniendo en cuenta que la sintesis de la proteina RPg se en
cuentra bajo la dependencia de los estrogenos. De los éru-—
pos considerados el mds interesante es quizds E1 RE(+ )/RPg
(-), en el que, tedricamente, son posibles muy escaso nidme-
ro de respuestas terapéuticas, de acuerdo con la hipdtesis

de McGuire. Algunas explicaciones para la existencia real -
de este grupo pueden ser las siguientes: a) Imperfeccidn -
del ensayo de determinacidon de RPg (el fenotipo (RE(4), -
RPg(-)) seria en consecuencia un negativo falso (198). b) -
Influencia de los niveles circulantes de progesterona (espe
cialmente en la fase lutea del ciclo menstrual de las enfer
mas premenopdusicas (198). c) Nivel insuficiente de estrége
nos circulantes para estimular la sintesis de RPg en el tu-
mor, aun en condiciones de normalidad del mecanismo bioqui-
mico de la accidn estrogénica (posible en enfermas post-me-
nopdusicas). Se ha podido demostrar ( 125 ). a este respec
to que la determinacién del RE antes y después de la tera--
péutica estrogénica convirtié en RPg(+ ) a la mayor parte -

de sus pacientes RPg(-) previas..

La mayor fﬁecuencia de respuestas positivas en el gru
po de pacientes (RE(+ ), RPg(+)) junto con la nocidon de me
jor prediccidén de respuesta en pacientes con RE(+ ) con ele
vada concentracidén de receptor estrogénico sugiere que la -
determinacidn cuantitativa del RE asociada con el ensayo de
RPg, constituyen dos piezas esenciales en el establecimien-
to de la hormonodependencia tumoral del cdncer de mama. Una
cuestién no resulta adn es si ambos ensayos son o no necesa
rios. Puesto que tumores con altos niveles de RE se asocian
con mayor frecuencia con RPg(+4+ ), podria ocurrir que los dos
€nsayos estuvieran seleccionando ¢l mismo subgrupo de pa- -
cientes. De esta manera un RPg(+4 ) podia ser, simplemente,
un marcador de aquellos tumores con RE(4+ ) alto. En cual- -

quier caso, los datos actuales referentes al tema indican -
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que ¢l ensayo de RPg supone un importante elemento de deci-
416n para el clinico a la hora de decidir el tratamiento de

sus enfermas con cdncer de mama.

1.6.7. RE y Pronéstico en Cdncer de Mama

La primera evidencia del papel como elemento de pro--
néstico que poseen los receptores estrogénicos en cdncer de
mama es reciente. Fué publicada por Knight y col en 1.977 -

( ). En ella quedé demostrado que independientemente del

estado axilar, la edad, el tamafio del primario y la locali-

—

zacion de éste en la mama, las pacientes con tumores RE(+)

recidivan menos que las pacientes con fenotipo tumoral RE(:)
y muestran por otra parte, mejores indices de supervivencia
global. Posteriormente Maynard (167) y Bishop ( 2 ), hicie-
ron notar que el fenotipo RE carecia de valor discriminante
en el prondstico de las enfermas con tumores en estadio I,

pero resultaba de valor fundamental en presencia de inva- -
sién linfdtica axilar. En efecto los niveles de superviven-
cia libre de enfermedad en pacientes postmenopdusicas trata
das sélo quirdrgicamente resultaron ser 89% "VS" 61% (2 - -
afios) y 49% "VS" 15% (3 afos). Estudios posteriores han con
firmado los anteriores datos. Rich y col (197) por un lado,

Gapinski y Donegan por otro (68 ), Samaan y col (199) y Ki-
nne (124) en cuarto lugar, han puesto de manifiesto el peor
pronéstico, un mayor nivel de recidiva y una mds baja super
vivencia en pacientes RE(-), es estadfio II sobre todo con -

4 0o mas ndédulos axilares positivos.
Maynard y col (167) fueron, por otra parte los prime-

ros en describir la existencia de una estrecha correlaciodn

entre el fenotipo del receptor y el grupo de diferenciacidn

_h4h -



tisular. Su estudio, posteriormente confirmado (197,118), pu
so de manifiesto la frecuente asociacidn existente entre el

fenotipo RE(-) y el grado histoldgico III de diferenciacidn

tumoral (tumor escasamente diferenciado). Actualmente, y en

virtud de correlaciones de orden histoldgico establecidas --
con el fenotipo tumoral RE(+4)/RE(-) por Antoniades y Spec--
tor ( 4 ) Fisher (64 ) y Lesser (145) entre otros, ha queda -
do claro que los tumores RE(<4 ) suelen presentar un buen o -
moderadamente buen grado de diferenciacidén tumoral (I-11), -
alto grado nuclear (II-III), ploidia normal, bajo ritmo de -
crecimiento (tiempo de duplicacidén largo) y respuesta del -
huesped minima (traduccién de un potencial invasor del tumor

escaso), datos, todos ellos, de buen prondstico.

Por €l contrario los tumores RE(-) suelen presentar es
casa diferenciacidn tumoral, bajo grado nuclear, aneuploidia
cortos tiempos de duplicacidén y marcada respuesta defensiva
del huesped (en términos de infiltrado inflamatorio peritumo
ral). Los datos de observacidn resultantes de las experien--
cias realizadas en nuestro laboratorio (58) coinciden con lo
anteriormente expuesto. En efecto, ha sido posible demostrar
que el mejor grado de diferenciacidn tumoral, la ausencia de
una reaccién defensiva del huesped (indicio de crecimiento -
celular lento y por tanto de escasa agresividad tumoral), la
presencia de elastosis tumoral (que junto con la presencia -
de elementos tumorales constituyen elementos caracteristicos
de diferenciacidén tumoral) y el escaso desarrollo de necor--
sis tumoral (frecuente en tumores agresivos de rapida cinéti

Ca) se asocian sistemdticamente con el fenotipo RE(<).

De todo ello, es fdcil deducir a la luz de los datos -
actuales, que la caracterizacidn tumoral en base a 1la presen
Cia o ausencia de receptores hormonales, se presenta como un
elemento de primordial importancia en el establecimiento del
Prondstico y 1la estrategia terapdéutica, de las enfermas afec

Las de cdncer de mama .



1.7. EL METODO DE ENSAYO CLASICO. GENERALIDADES

- La estimacidén cuantitativa de la cantidad de proteinas
intracelulares que poseen '"locus" de unidn para los estrége-
nos, puede efectuarse tomando como base los niveles de hormo
na marcada enlazada especifica e inespecificamente a los com

ponentes macromoleculares del citosol.

£1 ensayo se basa en la separacidén de la fraccidn de -
hormona ligada respecto a la fraccidén libre en dos situacio-

nes experimentales distintas:

a) Cuando en el medio existe, exclusivamente, citosol y -
hormona marcada. En estas condiciones la cuantificacion de -
cada una de las fracciones (libre y ligada) permitird cono--
cer la cantidad total de hormona enlazada a las proteinas -

(enlaces especificos e inespecificos).

b) Cuando en el medio existe citosol, hormona marcada y -
hormona fria. La presencia de un competidor frio, anadido en
exceso, al medio de reaccidn, ocasiona el desplazamiento del
estrdgeno marcado de los sitios de unidn especificos que po-

seen las moléculas receptoras.

Este proceso de enlace, tiene como caracteristica fun-
damental el hecho de que a partir de determinado nivel de -
concentracién de hormona, la cantidad de ésta, especificamen
te enlazada es constante e independiente de su concentracidn
en el medio y, debido a ello, la existencia de una molécula
o similar, no radiactiva, capaz de competir con la hormona -
marcada por el sitio de unidn, produce, por simples razones
de probabilidad, -el competidor se adiciona en relacién supe
rior a 100:1 respecto a la hormona marcada- la situacion de

los enlaces especificos de unidén por moléculas no radiacti--
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vas. No ocurre as{ con los denominados "enlaces no especifi-.
cos' puesto que este tipo de asociacién es no saturante y la
cantidad de hormona marcada que se fija a las macromoléculas
no resulta modificada por la presencia en el medio de la mole

cula "fria".

La separacion de la fraccidén enlazada respecto a la - -
fraccidén libre ofrecerd, en la situacidn b, una estimacidn de
los enlaces no especificos. Por dltimo la diferencia entre 1z
cantidad enlazada total y la correspondiente a las uniones nc
especificas dard como resultado la cantidad de hormona "espe-

cificamente" enlazada al receptor.

1.7.1. Limitaciones de los Procedimientos Analiticos de Cuan-

tificacidén de Receptores Estrogénicos.

1.7.1.1. La Degradacién del Receptor

Existe acuerdo general acerca de que los tumores mama--
rios utilizados para la determinacidn de receptores hormona--
les deben, tras la cirugia, ser mantenidos en refrigeracidn -
Y procesados inmediatamente o bien , si el €Nnsayo se pospone
-desde algunas horas a varias semanas- congelados en N2 liqui
do y almacenados a -70°2C hasta su andlisis (57, 135, 162 ).
La importancia de este proceder ha sido destacada por Leclere
y col (143) quienes atribuyen el mds alto porcentaje de tumo-
res ER(4 ) encontrado en su serie, a la mds rdpida y mejor --
coordinada manipulacidén del espécimen tumoral desde la sala -
de operaciones hasta el quirdfano. E1 receptor de estrdégenos
€s termolabil, (la exposicidn de citosol a la temperatura de

602C durante 1 hora inactiva al receptor (131).
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La degradacién del receptor es un proceso que tiene lu-
gar incluso a baja temperatura (4°C) y durante el tiempo de -
gesarrollo del ensayo que conduce a su determinacion. Se ha -
dcmostrado que tiempos de incubacién, citosol —Y7PE£3H, supe
rlores a 12 horas conducen a una infravaloracién de la capaci
dad de enlace (BMax) del citosol por degradacién del receptor
que puede alcanzar hasta un 30% menos que€ el valor de su méxi

ma capacidad de enlace (58).

Las recomendaciones de la EORTC (57 ) incluyen una muy
detallada descripcidn del procedimiento de homogeneizacidn ti
sular para evitar en lo posible la degradacién del receptor -
que puede ser ocasionada por elevacién de 1la temperatura en -
la etapa de obtencidn del citosol. La pulverizacién del trozo
de tejido tumoral, tras congelacidn en nitrégeno liquido y la
homogeneizacidn de este polvo en un volumen de tampon 3-4 ve-
ces superior al peso de muestra, €n condiciones de temperatu-
ra controlada (bafio de hielo) y utilizando un homogeneizador
vidrio-teflén, permite obtener un citosol "crudo'" que debe -
ser ultracentrifugado a 100.000g durante 1 hora a 49C para se¢
parar los nucleos, membranas y organelas celulares de la por-
cién soluble citoplasmdtica (190). Si bien pequefas modifica-
ciones en el pH del medio no tienen influencia sobre la esta-
bilidad del receptor ( 29) es usual el empleo de soluciones -
tampén de pH=7,4. Por otra parte, numerosos trabajos destacan
la importancia de los grupos sulfidrilo en la molécula recep-
tora y la necesidad de utilizar agentes protectores de estos
grupos, como el monotioglicerol o el ditiotreitol (17 ). Efec
tos parecidos consigue la adicién de inhibidores de las pro--
teasas como la leupeptina (230) o el molibdato sédico (230) -
t1 molibdato sédico protege al receptor estrogénico posible--
mente por inducir directa o indirectamente un cambio conforma
cional en la proteina que impide, al menos parcialmente la ac
cién de las proteasas (230), o bien porque "el Mo0O, actue di--
rectamente como inhibidor de las fosfatasas (232 ). E1 positi-

vo efecto que ejerce la adicion de MUOA al medio en el que la



reaccion entre receptor y estradiol le lleva a cabo, ha sid
también puesta de manifiesto recientemente por nuestro grup

de trabajo (59 .

1.7.2. Reproductibilidad del Ensayo

La dilucidén del citosol a niveles de concentracidn de
proteinas bajos (inferiores a Img/ml) ocasiona una infraval«
racién de la proteina receptora cuantificada en términos de
f mol de E2-3H enlazado por mg de proteina (190) cuando el
sayo se realiza sobre diluciones de citosol comprendidas en-
tre 1 y 5 mg/ml de proteina la capacidad de enlace miaxima -
(fmol/mg) no se modifica, pero el valor de la constante de
sociacidn (Kd) entre receptor y hormona, estimada por la -
transformacién de Scatchard (203), resulta funcién directa c
la concentracidén protéica, estableciéndose entre ambas magn:
tudes una correlacion positiva estadisticamente cierta (190
Por otra parte, si bien la cantidad de carbdén-dextrano no p:

rece tener influencia sobre el valor de B la constante ¢

Max'

disociacidon, K decrece cuando la cantidad de absorbente se¢

d b
incrementa (190).

El método de absorcién de la fraccién libre de estra--
diol utilizando carbén-dextrano (129) tiene, en su realiza-
cidén, ciertos problemas. Dispersiones notables en torno al
lor medio de RE cuantificados, en repetidos ensayos, sobre ]
misma muestra de tejido, han sido referidos por diversos aut
res (52 ). De un lado el procedimiento de enlace de un radic
ligando es una técnica mds compleja que cualquier procedimie
to de andlisis bioquimico propio de un laboratorio de Quimic
clinica y de otro, como anteriormente hemos puesto de mani-
fiesto, el receptor es termolabil. Ambas circunstancias just

fican que, a pesar de la cuidadosa manipulacidn del espécime
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tumbral y la estandarizacion intralaboratorio de cada una de
las etapas del ensayo, los errores en la cuantificacidn fi--
nal de la tasa de RE sean apreciables. Por otra parte, las -
modificaciones de la técnica empleada en los distintos labo-
ratorios -composicidn de tampones, rango de concentracidén -
del 17P -E, utilizado, concentracion de proteinas y carbén--
-dextrano, procedimiento de separacidon entre fraccidén libre

fraccion ligada, tratamiento de los datos de enlace, expre--
sion del resultado final e incluso nivel, o umbral de deci--
sion, para la distincidn entre receptor estrogénico positivo
y negativo-, ha condicionado que, hasta ahora, los datos - -
ofrecidos por instituciones distintas no puedan ser compara-

dos a un nivel mds general.

Considerando lo anteribrmente expuesto y teniendo en -
cuenta que el valor predictivo del ensayo RE, si bien puede
ser aceptado como 6ptimo para el caso RE(-), dista mucho de
ser algo mds que orientativo en el caso RE(+4+ ), han sido nu-
merosos los intentos de establecer un control de calidad, pa
ra el ensayo RE, intra e interlaboratorios (119, 120), En al
gunos casos, la heterogeneidad de la muestra (los fragmentos
del espécimen tumoral pueden ser heterogéneos en relacién a
la composicidén celular de los mismos), o la inestabilidad -
del receptor en el citosol pueden, por si solos, justificar

las variaciones interlaboratorio encontradas ( 192).

De cualquier forma, la necesidad de un control de cali
dad se hace evidente y en el intento de estandarizar los mé-
todos tiene especial relevancia el trabajo de Bojar y col -
(12 ) que describe la utilizacion tejido procedente de dtero
de vaca, pulverizado y liofilizado, como muestra patrdon de -
concentracién conocida. La estabilidad de c¢sta preparacidon -
permite su almacenamiento a temperatura ambiente durante un
plazo de dos semanas sin pérdida en la capacidad de enlace -

para cl 17P-l? ¢ incluso el tratamicento térmico de la mues--



tra durante 16 horas a la temperatura de 80°C reduce; s6lo -
parcialmente (N 40%), la capacidad de enlace para el 175 E
de la muestra. Los andlisis de la forma molecular del recep-
tor utilizando ultracentrifugacidn en gradiente de densidad
pone de manifiesto que el almacenamiento del liofilizado a -
temperatura ambiente no supone tampoco la diseciacidn del -

complejo desde la forma moleculdar 8S a la 4S (12 ).

En 1.972 la EORTC Breast Cancer Cooperative Group (57
acorddé la recomendacién de ciertos aspectos metodoldgicos pa
ra urificar las técnicas del ensayo de RE en cdncer de mama.
En 1.979 una sequnda reunién de trabajo definié los crite- -
rios metodolégicos "tipo" para la realizacién tanto de los -
ensayos RE como RPg, que debfan ser seguidos por las institu
ciones integradas en los ensayos clinicos dirigidos por este.
organismo ( 6l). Los participantes en esta reunion eligieron
la utilizacién de muestras liofilizadas como preparaciones -
de referencia, para el control de calidad de los ensayos, ba
sados precisamente en la termoestabilidad que tales prepara-
ciones presentan (7, 12, 130 ). Los resultados de la expe--
riencia conjunta de 13 laboratorios europeos especializados
en los andlisis de Receptores han sido publicados por Koen--
ders y col (131,132 ), Todos los laboratorios analizar on - -
tres muestras de citosol liofilizado durante 9 dias consecu-
tivos de trabajo y una cuarta preparacion fué analizada tres
veces. Los métodos tanto para la cuantificacidén del receptor
(andlisis de miltiples datos de enlace por la transformacidn
de Scatchard) como para la determinacién de la concentracidén
protéica ( 16) fueron siempre los mismos en todos los labora
torios, A pesar de esta uniformidad metodoldgica, los resul-
tados son decepcionantes: Excluyendo uno de los laboratorios
bParticipantes, cuyos resultados distaban mas de tres desvia-
ciones estandar en relacién a los valores medios, del resto,
los rangos de concentraciones de Rt expresadas en fmol/mg de

Proteina, oscilan entre 813 y 2.133 fmol/mg para el liofili-



zado de mas alta concentracién, entre 393 y 1.033 fmol/mg pa
ra ¢l liofilizado de concentracidon media-alta y entre 150 y
668 fmol/mg para la muestra de nivel medio-bajo. Los coefi--
cientes de variacion intralaboratorio oscilan entre el 3% vy
cl 38%; y las oscilaciones en el valor de las constantes de
disociacioén Kd’ tanto inter como intralaboratorios, son am--

i M). Cuando el citosol es tra

plias (intervalo 0,1 a 2 . 10~
tado térmicamente para inactivar el receptor, los resultados
generales encontrados por todos los laboratorios participan-
tcs concuerdan en la negatividad RE de la muestra (131) y, -
quizds, lo mds positivo de la experiencia sea que cuando los
niveles de RE en las muestras utilizadas como standar son ba
Jos (132), las dispersiones de los datos interlaboratorio, -
al menos en 10 de los 13 participantes, estdn comprendidas -
en rangos bioldgicamente tolerables y ello hace posible pen-
sar en ensayos cliniCos milticéntricos basados en status RE

del tumor mamario (132). Resultados similares han sido comu-
nicados por Zava y col (153) que demuestran, a pesar de la -
dispersion de los datos de Bméx y Kd, una concordancia cier-
ta en la identificacidn de muestras con contenido RE y RPg -

bajo, medio y alto.

1.8. PROCEDIMIENTOS ALTERNATIVOS PARA LA CUANTIFICACION DE -
RECEPTORES DE ESTROGENOS

La descripcidn de otras metodologias para la cuantifi-
cacidn de receptores a hormonas esteroideas en tejidos blanco
de esta accidn hormonal, con el objetivo de mejorar los re--
sultados ofrecidos por el procedimiento cldsico de Korenman
(129), es una constante en los dltimos 15 afios. La introduc-
cidén Protamina como agente precipitante de la forma molecu--
lar 85 (214) enlazada al estradiol permitié describir la pre
sencia de la forma molecular 4S, parcialmente, precipitable

por la protamina, en el citosol de dtero de ratas maduras. -



La protamina precipita el receptor presente en el citosol de
los tejidos hormonodependientes tanto si éste se encuentra -
libre (R) como si estd ocupado por estrdgenos enddgenos (RE)
Después de la precipitacidon, el 17 E2-3H se enlaza cuantita
tivamente al R a las temperaturas de 02C y 30eC, sin embargo
la forma RE sélo enlaza hormona tritiada, a la temperatura -
de 30°C a través de reacciones de intercambios entre la hor-
mona marcada y la fria (26 ). El ensayo realizado a la tempe
ratura de 302C permite,entonces, cuantificar la cantidad to-
tal de receptor presente en el citosol. La principal ventaja
de la técnica de precipitacidn con protamina es que muchas -
proteinas que enlazan inespecificamente la molécula radiacti
va quedan en el sobrenadante con lo que los enlaces no espc -
cificos disminuyen (214). La separacidn entre 173 E2 libre,

l7ﬁ E2 ligado inespecificamente y l7ﬁ E2 enlazado el recep-

tor ha sido llevado a cabo utilizando técnicas de electrofo-
resis (134,236 ). Una metodologia, algo mds compleja basada

en la competencia de 17p E2 radiactivo y no radiactivo por -
el enlace al receptor, ha sido descrita por Hawkins y col -
(88 ), aunque los coeficientes de variacién intralaboratorio
(16% para Bméx y 33% para Kd), no parecen mejorar la preci--
sién del test analitico en relacidn al procedimiento de Ko--

renman (129).

Para resolver los problemas de escasez de muestra que
€n muchas ocasiones se presentan, se han propuesto diversas
metodologias. Una de ellas,quizds la mds simple, utiliza una
concentracidén dnica saturante de 17p E2 y el método de sepa-
racion con carbdn-dextrano (57, 60, 157 ) o hidroxiapatita -
(67 ). Mediante estos procedimientos es posible estimar la -
concentracidn de receptores estrogénicos a partir de trozos

de tejido tumoral minimos.

La comparacidn de la técnica que utiliza Hidroxiapati-

ta (HAP) respecto a la DCC (191) ha permitido demostrar que
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los niveles de Bméx encontrados por uno u otro procedimiento,
difieren ligeramente, aunque los valores de Kd resultan equi-
valentes. Cifras significativamente mds altas para el "back--

ground" se encuentran cuando se utiliza el test HAP (191).

el isoelectro-enfoque ha sido propuesto como un procedi
miento alternativo para separar los reccptores estrogénicos,
de otras proteinas capaces de enlazar la hormona marcada Q46
247 ). Estos procedimientos permiten ademds ensayar la presen
cia de RE y RPg en las muestras obtenidas mediante biopsia -

por aspiracidn (210).

La utilizacién del 16 1257 ecstradiol para el estudio
del enlace entre Receptor 'y hormona (149) puede ser de enorme
utilidad al permitir la reaiizacién simultdnea de 1os ensayos
RE y RPg (Progesterona marcada con 3H) utilizando las técni--
cas de doble marcado (226) y mejorando la eficacia del test -
al disponer de una molécula cuya actividad especifica resulta
méds alta que la que e€s posible conseguir con el 17F E2—3H -

(229, 175).

1.8.1. E1 Receptor Nuclear

El1 status RE de la fraccidn citosdlica de los tumores -
mamarios estd generalmente aceptado como uno de los discrimi-
nantes que pueden ser utilizados por el clinico a la hora de
proponer una estrategia terapéutica determinada para sus éen--
fermas (54 ). Ademds, la presencia o ausencia de RE puede ser
utilizada para enjuiciar el prondstico de la enfermedad ( 9
99, 136 ). Sin embargo la demostracidon de esta proteina en e.
citosol no representa, por si sola, un {ndice de valor absol!
to en la determinacidén de 1la hormonosensibilidad del tumor
(139). Efectivamente, el complejo Hormona-Receptor puede "fa

llar" en las etapas de activacién/translocacién (226), o en



el enlace al sitio aceptor del DNA (202). La p€rdida de la
hormonodependencia tumoral puede ocurrir tambi€n en las eta.
pas quec siguen al nivel postranscripcional. Estas razones .
han fnducido a estudiar otras moléculas relacionadas con la
accion estrogénica como puede ser, por ejemplo, el receptor
de progesterona (54 ) o el receptor nuclear (81, 127,184 ), .
La primera descripcidn metodoldgica para el andlisis del re-

ceptor nuclear fué efectuada por Anderson y col (3 ).

El procedimiento inclufa 1la separacidn por centrifuga-
cidn diferencial de los nidcleos celulares y la incubacidn -
con 17p €,-"H a la temperatura de 30 2¢ para facilitar las -
reacciones ue intercambio de las moléculas de estradiol enla
zadas al receptor por moléculas marcadas. La extraccidn del
receptor nuclear utilizando tampones con ClK 0,6 M (31) y -
la separacidn con carbén-dextrano (21 ) o protamina son - -
otros procedimientos pPropuestos y, hoy dia, parece claro que
la medida de 1los receptores estrogénicos presentes en el nd-
cleo celular, simultdnea a 1a determinadidén de RE en el cito
sol, proporciona una informacidn mis fideligna acerca de la

hormonodependencia del tumor (43 ),

1.9. LA LOCALIZACION INTRACELULAR DEL RECEPTOR

El modelo original que describia el mecanismo de ac- -
cidn de 1los estrégenos fué introducido en la década de los -
60 (78, 110,2G8)y se encuentra, adn hoy dfa, ampliamente -
dceptado. Brevemente descrito el modelo supone que en ausen-
cia de estradiol, el receptor se localiza en e} citoplasma -
de 1las c€lulas "blanco" (78,110,208,242, 243 ). Cuando la -
hormona entra en la célula se praduce el enlace de €sta con
el receptor Y mediante un proceso dependiente de 1la tempera-

tlura, e} comple jo receptor-estrdgeno pasa el ndcleo donde se

-2H -



inician los efectos dependientes y caracter{sticos de la ac
cién hormonal. Gran ndmero de experimentos son compatibles
con el modelo "en dos etapas" como explicativo de los meca -
nismos de accidn de los esteroides (19 ). Sin embargo cier-
tos trabajos realizados en los Ultimos diez anos, ponen en
duda la generalidad de este proceso y se ha demostrado que
el receptor citoplasmdtico puede traslocarse al nidcleo en au

sencia de la hormona esteroidea (206,254),

Willians y Gorski (242,243 ) fueron los primeros en -.
plantear la hipdtesis de que la distribucidén intracelular de
la proteina receptora podria ser estudiada en base a los -.
principios <cinéticos del equilibrio. Su andlisis sugiere
que el receptor existe en dos estados que exhiben propieda-.
des distintas. Uno de ellos incluye aquellas proteinas receg
toras que existen libres o estdn débilmente ligadas a compo-
nentes nucleares, de forma que pueden ser fdcilmente extrai-
das con la fraccidén citosdlica. El segundo estado contempla
las proteinas RE que se encuentran fuertemente enlazadas cor
las estructuras nucleares o poseen la propiedad de poder asc
ciarse en circunstancias particulares. En ausencia de estra-
diol es predominante el receptor distribuido de acuerdo con
el primer estado, mientras que la formacidn del complejo Re-
ceptor-Hormona desplaza el equilibrio de la distribucidén ha-
cia el estado segundo. Esta hipdtesis, postula que ambas for
mas, el receptor libre y el receptor unido al estradiol, se
€ncuentran en equilibrio, -de acuerdo con su coeficiente de
reparto-, entre el citoplasma y el nidcleo. En la requlacidn
de este estado de equilibrio influye de manera fundamental -
la concentracidn de estrégenos (ligando) presente. Por otra
Parte, estudios realizados utilizando técnicas autoradiogra-
ficas (253) han permitido poner de manifiesto que tanto en -
ausencia de estradiol como en presencia de la hormona, a la
temperatura de 0°C, existe un estado de equilibrio reversi--
ble para el comple jo Receptor-Hormony distribuido entre el -

nucleo y el citoplasma de la célula bianco, de forma que 1la



cantidad de complejo existente en el nicleo es un simple re.
flejo de la magnitud del compartimento acuoso al que el RE
tiene acceso por difusidn. De acuerdo con esta hipétesis, 1:
localizacidn nuclear del receptor puede ocurrir en estado de
no estimulacidn con independencia del enlace nuclear del RE
a la cromatina. Si la hipdtesis de Martin y Sheridan (253) .
es correcta la localizacidn predominante ‘del receptor estro-
génico, tanto libre como enlazado al estrogeno, es nuclear.
En ausencia de hormona no hay activacidn del receptor y en -
presen01a de l7p EZ’ a la T de 0°C, la velocidad de trans--
conformacidén o activacidn el complejo RE nuclear es baja, -
por ello el reparto de RE entre citoplasma y ndcleo pueden -
modificarse cuando se altera el compartimento acuoso (por -
ejemplo durante el proceso de homogeneizacién). A la T de -
372C el complejo RE estd fuertemente asociado con el ndcleo
0 posee la capacidad de enlazarse a 1la cromatina por inacti-
vacidén de algdin factor inhibidor (200). Esta teoria rompe -
con el modelo tradicional "dos etapas" para el mecanismo de
accidn de los esteroides, puesto que el hallazgo de RE en al
ta concentracidn en el citosol de los tejidos blanco puede -
S€ér un artefacto debido simplemente al procedimiento de ob--
tencidén del citosol. La confirmacidn de esta hipdtesis utili
zando procedimientos bioquimicos para obtener fracciones sub
celulares de alta pureza (239) o mediante el empleo de anti-
cuerpos monoclonales frente a la estrofilina (137) ha cuestic
nado fuertemente el modelo de Jensen (110) para explicar 1los
mecanismos de acclon/respuesta de las hormonas estrogénicas
sobre los tejidos blanco y ha abierto una interesante contro

versia cientifica (221).
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oBIETIVOS
OBIETIVD>

110,

£1 trabajo experimental realizado por nosotros, ha esta-

do presidido por los siguientes propodsitos:

1.- E1 estudio de los aspectos metodoldégicos relacionados
con la determinacién de receptores estrogénicos y en particu--
lar el establecimiento de un control de calidad interno para -

el ensayo de RE en citosol con especial definicién de:

a.l.- La reproductibilidad de estas determinaciones analiti
cas.
2.-. Los coeficientes de variacién intra e interensayo.

a.3.- La termoestabilidad del receptor.

2.- Desarrollo y puesta a punto de un procedimiento alter-
nativo para el ensayo RE utilizando células intactas, objetivo

que incluye:

b.l.- La obtencién de una suspensién monocelular a partir -

de los tejidos "blanco".

b.2.- La separacién y purificacién celular por centrifuga--
ciodn.
b.3.- La estabilidad de la suspensién celular en lo que a -

concentracién de receptores estrogénicos se refiere.
b.4.- E1 estudio de la cinética de incorporacién intracelu-
lar del receptor.
b.5.- La fijacién de las condiciones fisico-quimicas optima

para la realizacién del ensayo.

3.- La investigacion de la especificidad del enlace Recep:
tor-Estradiol en células intactas utilizando como competidores
diversas moléculas esteroideas (estrogénicas o no) y antiestrg

genos de sintesis.



4.— 2 o’»
Aplicacion-de esta metodologia en células intactas

estudio de la hormon
odependencia
celular de c3
ncer
. de mama
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1I. MATERIAL Y METODOS

2.1. INSTRUMENTACION

2.1.1. Espectrémetro de centelleo liquido

Se ha utilizado un espectrometro de centelleo liquido,
marca Beckman, modelo LS2800, de Beckman Instruments Inc, Ir
vine, California, USA., con capacidad para 336 o 648 muestra
que pueden ser analizadas automdticamente en tres canales -
energéticos. El proceso de centelleo se fundamenta en la con
version de parte de la energia cinética de la particula ioni
zante emitida por el trazador radiactivo en fotones luz, al
quedar dicha radiacidén atenuada, o frenada, en ciertos mate-
riales.Cuando se utiliza como material centelleador un com-
puesto orgdnico (tolﬁeno, benceno o dioxano por ejemplo) com
disolvente de compuestos orgdnicos especiales (solutos), el
proceso se denomina centelleo liquido y a la disolucidn cent
lleadora liquido de centelleo o "fésforo". E1l material radia
tivo, solubilizado en ese liquido, puede ser analizado en co

diciones de mdxima eficiencia.

Una solucién para "centelleo liquido" consta, entonces
de tres partes bdsicas: El disolvente, el soluto y la muestr
El proceso de centelleo resulta afecto por la naturaleza y
las cantidades de cada una de esas partes. El1 dtomo radiacti
vo, que puede ser la muestra o estar incorporado a una moléc
la mas compleja, excita al desintegrarse a las moléculas del
disolvente y la energia transferida en procesos de excitacié
puede llegar a las moléculas de soluto y si la eleccién de e
te compuesto es adecuada, la transferencia: Energfa de excit
cidén del disolvente — Energia de excitacidén del soluto pue
de ser cuantitativa. Los solutos se eligen de forma tal que
el rendimiento de este proceso de transferencia de energia
seéa elevado y que su decayenergético a nivel basal ocurra

por fluorescencia predominantemente (rendimiento = 90%) con



emision de fotones-luz cuya longitud de onda sea eficienteme

te medida por tubos fotomultiplicadores comerciales.

El soluto primario usualmente constituye el 1% w/v res
pecto al disolvente y en algunos casos un segundo soluto se
adiciona a la mezcla centelleadora si se desea desplazar la
longitud de onda de la emisidn fluorescente a rangos que sea
mds eficazmente cuantificados por el fotomultiplicador. Los
fotones son emitidos isotdpicamente por el centelleador y ut
lizando unos reflectores dpticos apropiados se dirigen la mi
tad de los fotones luz emitidos a cada uno de los dos tubos
fotomultiplicadores que "ven" la muestra. Cuando suficiente
nimero de fotones inciden sobre el fotomultiplicador, se gen
ra un impulso eléctrico de voltaje proporcional al nimero de

fotones 1uz detectados.

£l rendimiento de estos procesos pﬁede ser reducido po
diferentes mecanismos que se denominan genéricamente "quen-
ching" o extincidén y que, para su correccién, es necesario =
acudir a procedimientos experimentales, que exigen determina
dos cdlculos matemdticos capaces de relacionar el "quenching

con la eficiencia del contaje.

El equipo utilizado por nosotros corrige, de manera au
tomdtica, la extincidén de la muestra haciendo uso del proced:
miento de relacién de canales externos y utilizando 137Cs co

mo fuente radiactiva externa.

Todas las determinaciones de radiactividad en la muest:
han sido efectuadas preseleccionando un tiempo de contaje mi.
nimo (10 minutos) o acumulando un nimero de cuentas suficien.
te como para que el error estadistico del contaje fuese menol
del 1% vy sustrayendo de la velocidad de recuento experimenta:

(cpm) el valor numérico estimado para la radiacién de fondo.
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2.1.2. Ultracentrifuga

Hemos utilizado una ultracentrifuga preparativa Beckma
modelo L8-70, suministrada por Beckman Instruments Inc., Pal
Alto, California, USA, dotada con un microprocesador para co
trolar y prefijar las condiciones en las que las experiencia

s¢ llevan a cabo.

Caracteristicas del equipo utilizado son las siguiente

Rango de velocidad : 10.000 - 70.000 RPM
Rango de temperatura: 02 - 45 2C

Control de Temperatura : * 1 °C

Rango de tiempo : 0O a 100 horas

Integrador W2t : 0 a 9,99.10%% rad® x s
Operacidén : Manual, automdtica o programada
Sistema de vacio: bomba de vacio mds difusora

Rotor empleado : Modelo 70 Ti (titanio)

t

Valor G a miaxima velocidad = 504.000 x g a bmax
361.000 x g a "med
217.000 x g a "ndm

Dimensiones de los tubos : 25 x 89 mm

Capacidad mdxima = 38,5 ml
Capacidad total = 308 ml
N2 de tubos = 8

Peso del rotor = 9 Kg

Condiciones de las experiencias de ultracentrifigacidr

Velocidad = 33.000 RPM
Valor G = 100.000 ("max)
Temperatura = 4 2¢C

Tiempo = 1 hora

Tubos empleados : Polialomero, Beckman ref :32681!
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2.1.3. Espectrofotdmetro

Se ha empleado un éspectrofotémetro ultravioleta/visi-
ble Beckman, modelo 34C de Beckman Instruments Inc., Irvine
USA, dotado de doble haz, con fuente capaz de operar entre -
190 y 700 nm. Como accesorios, el aparato dispone de un re--
gistro grafico e impresora digital y de una bomba peristélti

ca para introducir automdticamente las muestras en la cubeta

de flujo.

En la mayor parte de las experiencias realizadas se -
hai utilizado cubetas estandar de vidrio (para determinacidn
de la densidad dptica en la zona del visible) de un centime-
tro de paso de luz, o de cuarzo (medidas de absorb ncia en -
UV) de las mismas dimensiones. Cuando el volumen de muestra
a analizar era muy escaso hemos empleado microcubetas de - -

cuarzo.

2.1.4, Centrifuga Refrigerada

Hemos utilizado una centrifuga convencional, marca Bec
man, modelo TJ-6, dotada con una unidad adicional de refrige
racién que permite centrifugar muestras a baja temperatura.
La centrifuga utiliza un rotor, con soportes intercambiables
que permite la centrifugacidén simultdnea de un ndmero de mue

tras variable comprendido entre & y 120.
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2.1.5. Centrifuga

Para separar por centrifugacién componentes de muestra
que no sufren alteracidon a temperatura ambiente, se ha emple
do una centrifuga marca Kokusan, con capacidad mdxima de 1l0€

tubos de 1,2 cm de didmetro, capaz de alcanzar la velocidad

de 3.000 rpm.

2.1.6. Camara frigorifica

Para el almacenamiento de reactivos.y tampones, asi cc
mo para la realizacidn de experiencias a baja temperatura he
mos utilizado una cdmara instalada por Pedro y Ldpez cuya te

peratura estd regulada a 4% 1 2C.

2.1.7. Congeladores

Para el almacenamiento de muestras se ha utilizado un
arcén congelador marca selecta, .modelo 455 capaz de alcanzai
la temperatura de -80 2C. La temperatura de operacidn duran
todo el tiempo en el que este trabajo ha sido realizado ha
do de -70 ¢C,.

2.1.8. pH metro

Para la regulacién del pH de los medios de cultivo ce
lar o de los tampones empleados hemos utilizado un Phmetro
ministrado por la firma Orion Research, modelo 501 cuya pre:

sién se estima en 0,01 unidades de pH.

65 -



2.1.9. Homogeneizador

Para la obtencidn de la fraccidén citosélica hemos uti-
ltzado un homogeneizador Braum cuya velocidad de rotacidén es

posible regular entre 150 y 1.500 r.p.m.

2.1.10. Otro material

Hemos utilizado micropipetas Schwarz/Man con capacidad
entre 10 1 y 1lml, pipetas automdticas Nichiryo modelo 2.100
DG con capacidad variable entre 1 y 10 ml, dosificadores pa-
ra lfquido de centelleo con volumen regulable entre 1 y 10ml
pipetas contrastadas de vidrio JENA, erlenmeyer, vasos de -
precipitado, matraces contrastados y otros materiales fungi-
bles. Asi mismo, a lo largo de este trabajo ha sido necesa--
rio utilizar agitadores Mixo-Tub, agitadores magnéticos, ba-
Aos termostatizados con agitacidn, balanzas de precisién, -
etc, equipos y materiales todos ellos, propios de un labora-

torio de investigacidn.

2.2, REACTIVOS

2.2.1. Hormonas Radiactivas

Hemos utilizado como hormona radiactiva estrogénica el
[2,4,6,7-3H] 17P-£stradiol, suministrado por la casa Amer--
sham International PLC, Inglaterra, con actividad especifica
Comprendida entre 85 y 110 Ci/mmol segin la preparacidn y cu

Ya concentracidén radiactiva era de 1 mCi/ml. La pureza radio



quimica del trazador se estima siempre superior al 97% y pa-
ra minimizar la descomposicidn, las soluciones stock, se al-
macenaron siempre a la temperatura de -20°C. En estas condi-
clones, los datos del fabricante, refieren una descomposi---
cién inferior al 1% por mes de almacenamiento. Ningdn ensayo

sc realizé utilizando un vial que estuviese almacenado un -

tiempo superior a 3 meses.

Como producto radiactivo para analizar el contenido en
receptores de progesterona hemos empleado la [17O(Metil-3HJ-
-Promegestone, suministrada por New England Nuclear, Boston,
Mass. USA, con actividad especifica de 77 a 101 Ci/mmol y -
1 mCi/ml, cuya pureza radioquimica determinada por procedi--
mientos cromatogrdaficos resulta mayor que el 99%. La estabi-
lidad de la preparacion es suficientemente buena en ausencia
de luz y a la tempgratura de -20 °C (velocidad de descomposi
cidn en esas condiciones 1,5% por mes). No se utilizé para
ningdn ensayo una solucidn radiactiva que hubiese estado al-

macenada un periodo de tiempo superior a 3 meses.

2.2.2. Hormonas no Radiactivas

Como productos hormonales utilizados como competidores
0 en experiencias de inhibicidn del enlace R-E, se han emple

do las siguientes sustancias:

l7p Estradiol, Sigma, Ref : E-8875
Dietilestilbestrol, Sigma, Ref : D-4628
17X Estradiol, Sigma, Ref : E-8750
Estrona, Sigma, Ref : E-9750

Testosterona, Sigma, Ref : T-1500
Androstanodiona, Sigma, Ref : A-8255
SxDihidrotestosterona, Sigma, Ref : A-8380
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pregnanolona, Sigma, Ref P : 7879
Progesterona, Sigma, Ref P : 0130
Corticosterona, Sigma, Ref : C-2505

.2.3. Medios de Cultivo Celular

Se ha utilizado Minimo Medio Esencial EAGLE (MEN) con
sales de Earle, con glutamina y sin bicarbonato sédico, sumi
nistrado por Flow como polvo en cantidad suficiente para pre
parar 1 litro. Para lavar las células y eliminar moléculas 1
diactivas no enlazadas, hemos empleado medio HANK'S (sin cal
cio ni magnesio) preparédo de acuerdo con las siquientes esj

cificaciones:

ClNa 8 g/l
ClK 0,4 g/l
PO, HNa, . 2H,0 60 mg/1
POuHZK 60 mg/1
Glucosa 1 g/1
C03HNa 0,35 g/l

Se utilizaron reactivos Merck, grado Andlisis, y el pl

del medio se requld a 7,4.

2.2.4. Soluciones Tampdn

Para la homogeneizacidn tisular y la obtencidn del ci

sol hemos empleado como disolucién tampén la constituida po

Tris-hidroximetil-amino-metano : 10mM
Acido etilen-diamin-tetraacético : 1,5mM

Monotioglicerol : 10mM
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El pH se reguld, utilizando ClH O0,IN, a 7,4. Todos --
los reactivos, grado Andlisis, fueron suministrados por - -

Merck, salvo el monotioglicerol que se adquirié a Sigma.

2.2.5. Enzimas

Para la obtencidn de la suspensidon celular a partir -
de los tejidos blanco de la accidn estrogénica (dtero del -
conejo o ratas y tejido tumoral mamario) han sido utilizada
una disolucidn enzimdtica constituida por: Colagenasa, Tipo
I, de Sigma al 0,2% y deoxiribonucleasa I, de Sigma, al - -
0,02% en MEN.

2.2.6. Cécktel de Centelleo

En la medida de la radiactividad de la hormona incor-
porada, especifica o inespecificamente, a los materiales -
bioldgicos empleados, se ha utilizado como mezcla centellea
dora Normascint-22 suministrada por los laboratorios Schar-
lau, Espafia y que estd constituida PPO (4g/l), POPOP (0,5 -
g/l) Triton X-100 (100 ml) y Tolmeno hasta completar 1 li--
tro. Cuando la cantidad de agua incorporada al vial, supera
ba la capacidad de disolucidn del cécktel, se adiciond eta-

nol absoluto en la proporcidn del 10% v/v.

2.2.7. Material Bioldgico

Se ha utilizado Gtero de ratas inmaduras Spragne-Daw-
ley de 20-25 dias de edad, dtero de conejas inmaduras de -

aproximadamente 1 a 2 meses de edad y tGtero de ternera como



material bioldgico homono-dependiente, riién de conejo como

fuente de material hamono-independiente y tejido tumoral ma

ligno mamario.

2.3. METODOS

2.3.1. Obtencidén del Citosol

E1 material bioldgico utilizado como modelo de tejido
hormono-dependiente se obtuvo por escisién quirdrgica, tras
el sacrificio por dislocacidn cervical de los animales (ra-

tas o conejos) o por descarga eléctrica (ternera).

Los Gteros obtenidos se limpiaron de tejido graso y -
se lavaron con TRIS-ClH para eliminar restos de sangre y se€
congelaron con N2 liquido, pulverizéndose con posterioridad
utilizando un sistema de percusion construido en acero inox
idable. E1 polvo resultante se suspende en un volumen 3-4 -
veces superior a su peso de tampén TRIS-C1H previamente re-
frigerado. La mezcla resultante se homogeniza en Potter Vi-
drio-tefldn utilizando un bafio de hielo para evitar el so--
brecalentamiento de la muestra y regulando la velocidad del

homogeneizador a 300 r.p.m. La operacidén se realiza en 10 -

periodos de, aproximadamente, 5 segundos cada uno, separados

por un intervalo de 30 sequndos.

Para separar membranas, organelas vy ndcleos de la frac

cién soluble citoplasmdtica o citosdlica, la muestra se somg

te a ultracentrifugacion (1.000.000 g, 49C, 1 hora) y el so

brenadante constituye el citosol.



2.3.2. Obtencidén de la Suspensidn Celular

El tejido obtenido tras cirugia y limpio de grasa y s

gre es finalmente cortado sobre una placa Petri de pldstico
utilizando dos hojas de bisturi, en pequefios fragmentos rec.
tangulares de aproximadamente 1 mm de lado. Los fragmentos
asi obtenidos se transfieren-a un matraz de 25 ml de capaéi-
dad donde se someten a la accidn de una disolucidn enzimdtic
(colagenasa al 0,2% y DNAasa al 0,02% en MEN) utilizando un
volumen de 5 ml por gramo de tejido. Para favorecer la accic
enzimdtica, el matraz se sumerge en un bafio termostatizado :
37 2C y se mantiene en constante agitacidén (120 ciclos/min.’
durante 2 horas. Este procedimiento es, con ligeras modific:
ciones, el descrito por Miiller ( ). Terminado el proceso ¢
incubacidn, la suspensidn resultante se pipetea, repetidas \
ces, utilizando una pipeta automdtica de 1 ml de capacidad,
con puntas de pldstico empleando inicialmente unas puntas cc
tadas para aumentar el calibre del orificio de entrada y sal
da del liquido. La disminucién progresiva de este calibre y
la friccidn ocasionada por el movimiento turbulento del flui
do facilita la liberacién de células, de forma que al final
del proceso, la mayor parte de las mismas se encuentran ais]
das en la disolucidn. Para eliminar los fragmentos tisulares
no disgregados por las enzimas, la suspensidn se filtra a tr
v€s de una malla de nylon de 100 mesh. si el rendimiento de
obtencidn celular ha sido escaso y quedan trozos de tejido r
tenidos en la malla el proceso puede repetirse una seqgunda
vez, Hemos eliminado de la metodologia el empleo de agujas d
inyeccidén de calibre decreciente al comprobar que ese proced
miento de digestidn mecdnica, se acompaiiaba de una important

disminucién del ndmero de células viables.

Para eliminar los enzimas del medio, la suspensidn fi-

nal se trasvasa a un tubo de fondo cdnico de 120x10 mm y se
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someten a centrifugacidn durante 10 minutos a 600 g. El pe--
llet celular resultante se suspende en MEN libre de enzimas
y la preparacidn queda lista para su empleo tras ajustar el

volumen de MEN a la concentracidn celular deseada.

La viabilidad celular se determina utilizando el test
de exclusidn del colorante Tripan Blue (0,1% en solucidén sal
na isotdnica) (24%). Pardmetros como la velocidad de agita-
cion del bafio tienen importancia critica sobre el rendimient

y la viabilidad de las células obtenidas (72 ).

Utilizando un microscopio y una cdmara de Neubauer se
calcula el ndmero de células y se ajusta la concentracidén a
valores comprendidos entre 100.000 y 1.000.000 elementos/ml

segin las necesildades requeridas por cada experiencia.

2.3.3. Separacidén de Células

Para eliminar células muertas o células distintas de
las del dtero (hematies por ejemplo) se ha utilizado el proc:
dimiento de separacidén por centrifugacidn en gradiente de Pe:
coll ( 83), utilizando un gradiente discontinuo establecido,
en orden de densidad creciente, de la siguiente forma: 60% y
20%. Estas disoluciones se obtenian por dilucidén de 90 ml de
Percoll (Pharmacia Fine Chemicals) con 10 ml de Hank's a 10
veces su concentracidn dptima. A esta disolucidén se le denom;
na 100% ( 83). La osmolaridad de la disolucidén stock resultaj

te se situa en torno a 280-320 mOs/Kg HZO' Las distintas con.

centraciones de percoll necesarias, pueden ser preparadas pol
dilucidn a partir del stock, utilizando HANK'S isotdnico. De:
pués de la centrifugacién (800 x g durante 30 minutos) puede;
observarse tres bandas celulares situadas en la cabeza del t
bo (cé€lulas no viables y detritus), en la interfase 20-60 -.

(constituida mayoritariamente por células viables aisladas)
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en el fondo del tubo (donde se cepositan predominantemente

los hematies).

Utilizando una pipeta Pasteur se recoge por succién 1
capa de células intactas que se lavan, para eliminar los re
tos de Percol con 10 mo de Hank's isoténico por cada milil
tro de la fraccidén celular colectada. Por dltimo tras recue
to y examen de viabilidad celular se ajusta la concentracid
de elementos a la cantidad requerida para llevar a cabo 1la

experiencia, utilizando MEN.

2.3.4., Andlisis de Proteinas

Para el andlisis de la concentracidn de proteinas en
citosol hemos empleado el procedimiento de Bradford ( 16) q
estd basado en el cambio de color de un colorante (azul Coc
ssie Brillante) en respuesta a diferentes concentraciones d
proteina. En presencia de proteinas el colorante, en soluci
dcida, desplaza su mdximo de absorbancia desde 465 nm a 595
nm, debido al enlace'que se establece entre éste y las molé

las protéicas,

Los reactivos necesarios para la realizacidn del ensa

han sido suministrados por Bio-Rad y son los siguientes:

a) Disolucidn concentrada de colorante: Contiene cantida
suficiente para la realizacion de 450 ensayos y el Azul Coc
ssie Brillante se encuentra disuelto en una mezcla de dcidc

fosfborico y metanol.

b) Standard de Proteinas: Vial conteniendo albimina bovi

liofilizada. El procedimiento analitico incluye la diluciér
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del colorante (1 volumen de colorante .4 voldmenes de agua
destilada), la reconstitucion del standard de concentracidn
protéica conocida en 20 ml de agua destilada para obtener ur
concentracion final de 1,4 mg/ml, que por diluciones sucesi-
vas permite obtener los puntos de la cruva de calibracién -
(200-1.400 ng/ml) y la mezcla de 0,1 ml de cada uno de los
standard y de los problemas, por duplicado, en tubos de vi-
drio, con 5 ml de colorante diluido. Después de agitar suave
mente para obtener una mezcla homogénea se deja incubar dura
te un periodo de tiempo comprendido entre 5 minutos y 1 hora
y se lee la densidad 6ptica, a 595 nm, de las muestras frent
al blanco (concentracién protéica = 0). La representacién de
la recta patrdén (D.0. frente a concentracidén de proteinas) y
la interpolacidn, en la misma de los datos de D.0., obtenidos
para los problemas permite deducir la concentracién de prote

nas en estos Ultimos.

2.3.5. Andlisis de DNA

El procedimiento para el andlisis cuantitativo del Jci
do deoxirribonucléico se basa en la relacién entre el DNA y
la difenilamina en una mezcla de dcido acético y sulfdrico a
temperatura controlada (20 ). La metodologia incluye la ex-=-
traccién con 4cido perclérico del DNA nuclear a 70 °C durant
20 minutos. El sobrenadante obtenido tras centrifugacién (30
r.p.m., 10 min) contiene el dcido deoxirribonucléico solubil

zado,

El reactivo de coloracién es una disolucidén de difenil
amina (1,5 g/100 ml) en dcido acético glacial (98 ml), dcido
sulfirico concentrado (1,5 ml) y 0,5 ml de acetaldehido de

concentracidén 16 mg/ml.
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Las concentraciones de DNA en las muestras problema se
deducen por comparacion con una recta de calibracidén obteni-
da utilizando concentraciones conocidad de DNA procedente de
timo de vaca (sigma, ref D-1501). La reaccidén entre reactive
de Burton y standard o problemas en solucién de ClOaH 0,5 N
se lleva a cabo en tubos de cristal, a la temperatura de 30
oC durante 20 horas y la densidad dptica se determina, en -
comparacidén con el blanco (concentracion de DNA cero), a la

longitud de onda de 600 nm.

2.3.6. Ensayo de Receptores Estrogénicos

2.3.6.1., Receptores de Estrégenos en Citosol

3H de actividad es-

A partir de una solucidén de l7pE2-
pecifica aproximadamente igual a 100 Ci/mMol, se constituye
por dilucidn en tampén Tris-ClH, una serie de patrones de -
concentracion conocida. Las concentraciones finales utiliza-
das en las experiencias realizadas en nuestro trabajo han sj

do las siguientes: 2.10°°M, 107 7m, 8.10" %M, 5.10710m y - .

3,10 10y,

La cuantificacidon de la radiactividad existente en un:
alicuota de cada una de esas diluciones permite conocer el -
dato de la Actividad Total puesta en cada uno de los puntos

del ensayo.

La cantidad de radiactividad enlazada al receptor se
evalua tras incubar una fraccidn constante de citosol (0,1lm]
con 0,1 ml de cada uno de los puntos de concentracidén conoci
da. Para conocer la cantidad enlazada especificamente al re-

ceptor el ensayo incluye una serie paralela en la que la reec
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cién Hormona-Receptor se lleva a cabo en presencia de compe
dor, 17?>E2 o DES no radiactivo, en concentracién al menos
200 veces superior a la que alcanza la hormona radiactiva.
cuantificacidn de la cantidad total de hormona enlazada y d
la cantidad de hormona ligada inespecificamente,permite ded

cir por sustraccién, la magnitud del enlace especifico.

La reaccidon se realiza a temperatura controlada (gene
ralmente 42C) y durante un tiempo también prefijado (genera
mente 20 horas) y la separacién entre fraccidén libre y liga
al receptor se consigue por absorcidén de la hormona no enla
da utilizando carbon activo recubierto con Dextrano (300 nl
de DCC por tubo). Por dGltimo, 300 Hl del sobrenadante obten
do por centrifugacidén se mezclan con 4,2 ml de mezcla cente
lleadora y el vial se somete a contaje en el espectdémetro d
centelleo liquido. Todas las experiencias se realizan,al me

nos, por duplicado,.

2.3.6.2. Tratamiento de Datos

Desde un punto de vista conceptual los mecanismos de
control a nivel celular pueden ser divididos en tres grande

grupos (146),

a) Control genético: supone la requlacién de la expresié

de los genes.

b) Control hormonal: Determina la iniciacién o inhibicié

de los procesos metabdlicos.
c) Control alostéricode los enzimas requladores.

Estos tres tipos de mecanismos de control tienen en c¢

min a nivel molecular una propiedad bdsica. En todos ellos
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interaccién de un ligando con un receptor especifico desenca-
dena cierto acontecimiento bioquimico. De ello es fdacil dedu-
cir que gran ndmero de interesantes nociones bdsicas en inve:
tigacién biomédica surgen del estudio del proceso de enlace
_entre ligandos (usualmente una molécula pequefia) y macromolé.
culas de interés bioldgico. Estd generalmente aceptado que
los cambios conformacionales inducidos por estas interaccio-i
nes ligando-receptor son transmitidos especificamente a la m:
cromélécula o a la subunidad molecular que es responsable de
la funcién bioquimica. Muchas macromoléculas (proteinas, po:
ejemplo) son oligémeras y estdn constituidas por dos o mds c;
denas polipeptidicas separadas (protdémeros). El modo caracte
ristico mediante el cual las cadenas individuales polipeptid;
cas encajan unas con otras en la conformacidén nativa de una
prdteina constituye su estructura cuaternaria. El término pr
témero se refiere a la cadena polipeptidica individual; el

término subunidad se emplea frecuentemente para definir una

porcién funcional de la proteina.

En el equilibrio el proceso de enlace entre el ligando

y la proteina puede ser representado en la forma siguiente:

[P]+[s] .::z‘]—_’ [ps] (1)

la velocidad de formacidén del complejo [PS] viene dada por:

v, = &, [P]x[s] (11)

donde Kl es la constante de velocidad de formacidn del compl
jo.

Por otra parte la velocidad de disociacién puede expre

sarse por:
v, = k_, [Ps) (111)
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. donde K 1 es la constante de velocidad de disociacidn del con

plejo (:PQ

En el equilibrio Vl = VZ’ de donde:

K, (p)(s) K_) (ps)

{1

« - X _(ps) (IV)

k., (PICs)

siendo K la constante de equilibrio del proceso.

Si llamamos Y a la fraccidn de proteina saturada por e!
ligando S; (es decir, Y es la fraccidn respecto al nidmero to-
tal de sitios de enlace para S que estdn ocupados por el lig:
do), 1 - Y serd la fraccidn de lugares no ocupados. De acuerc

con la definicién anterior, Y serd igual a:

9 - PS (V)

y combinando esta expresidn con la ecuacion del equilibrio,

(IV), resulta:

v ([P)+(rs)) = (Ps)

\ (PJ
[ps) - 1

< (e) (s) =YLl VD)

(1 - V)

simplificando y despejando Y, obtenemos:

¢ .k [s) (VIT)

1+ K [5)
Esta Gltima ecuacidn corresponde a la expresidén matemd-

tica de una hipérbola rectangular y la representacidn grdfic:
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de la saturacién fraccional de la proteina frente a la con
centracién de ligando es, por tanto, una hipérbola. La ecu
cidén VII es andloga a la de Michaelismenten para la cinéti
de las reacciones catalizadas enzimaticamente y define las
relaciones cuantitativas que existen entre la fraccidn sat
rada de la macromolécula y la concentracidén del ligando.
posible, a partir de ella, deducir una relacidén numérica i
portante cuando la fracciéon de saturacidon corresponde exac
mente al 50% de la capacidad de enlace total de la macrome

cula. Para esta especial situacidn se tiene:

_K [s] . 1+k [s] = 2k (s)
1+K [S]
K =1 (para ¥ =_1Y__ ) (VIII)

k (s] = 1 .
[s] 2

y por tanto podemos llegar a la conclusidon de que la consf

-

te de equilibrio del complejo proteina-ligando es igual a
inversa de aquella concentraé¢ion de ligando para la cual
fraccidn de saturacidn de la proteina es la mitad de su wvi

lor maximo,

formaciones de la ecuacid iperbélica: La ecu:
cién hiperbdlica, tipo Michaelis-Menten, puede ser transf
mada aljebrdicamente en otras formas, que son mds Gtiles |
ra extraer la informacidén que una serie de datos experime
les contiene. Una de las transformaciones mds habitualme
utilizadas se obtiene sencillamente tomando los reciproco

de ambos miembros de la ecuacién VII.

Ecuacidén de Lineweaver-Burk (147): Resulta mds fdci

para la compresidn de las manipulaciones aljabrdicas que

guen, cambiar la notacidn de las ecuaciones anteriores ba
a la utilizacidon de los conceptos de ligando enlazado (B)
ligando libre (F). Las equivalencias entre esta nomenclat
y la anteriormente utilizada son inmediatas: asi Y o frac
cién de macromolécula saturada por el ligando fué definid

como:
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__(ps)
(P)+lPs)

Expresidon que es equivalente a:

g -_B
B

Max

donde B es evidentemente igual a [PSJ, es decir cantidad de
gando enlazada y BMéx equivale al valor mdximo de ligando qu
puede ser enlazado por la macromolécula (BMéx =(ﬁ%{b5]). Por
otra parte resulta inmediata la igualdad entre cantidad de 1
gando libre (F) y la denominacidén utilizada para este conceg

en la ecuacidén VII: (S). De ello podemos escribir:

B8 - K F (IX)
BMé 1+ K F
y operando
1 — 1 . 1 + 1 (X)
B Busax K - F Buix
o bien _l_= Kd . ] 1 (XI)
B BM' F BMd4x
X
donde Kd = _i_
K

Si representamos en ordenadas los valores reciprocos de can:
dad enlazada frente al reciproco de ligando libre en abcisa:
obtenemos una linea recta cuya interseccidén en el eje de or
nadas es el valor inverso de la cantidad mdxima de ligando «
lazado, mientras que la interseccidn sobre el eje de abcisa
ofrece el valor absoluto de la constante de asociacion del

plejo. Esta forma de tratar los datos experimentales, llama
también representacién doblemente reciproca, tiene la venta
de que es posible determinar con mds exactitud el valor de

B x
frente a F) la aproximacidn al valor de BMéx se alcanza asi

puesto que en la representacion de Michaelis-Menten (B

ticamente y su valor, por ello, es incierto.

S80-



Ecuacidén de Hill (%6 ): La ecuacién de Hill puede ser

obtenida operando a partir de la expresion (VI) en la siguis

te forma:

K [ﬁ](S] = _jlgj:l_ (VI) simplificando
(1 -9
——z—;= K [S) (XI) y tomando logaritmos
1 -
log ¥ _ o9 K+ log [5) (XII)
(r -9

La representaéién grdfica del log ¥ frente al logaritmo
(1-Y)

la concentracién ce [S) en abcisas corresponde a una linea

recta.

Desde un punto de vista mds general, consideramos que
son n las moléculas de ligando S que se enlazan por macromc

cula , la condicién de equilibrio de la reaccién permite de

cir las siguientes experesiones:

P+ nS T—* PS_

« - L[Psy)

(P) ()"

7 = [PSJ
P+ [ps)

combinando estas dos ecuacionct

v - _ ke sI™ (XIIT)
1+K[s]”
opérando
v - K[s]" (XIV)

1-F
tomando logaritmos

log ¥ - = log K+ nlog [S] (XV)

1 - ¥



Esta Ultima ecuacidn en la qhe se representa grafica-
mente el log Y/1-Y frente al log (S) es denominada ecuacién
de Hill. La pendiente de la representacidn grdfica ofrece e
valor de n (ndmero de Hill), que desde el punto de vista te
rico, debe corresponder con el nidmero de moléculas de ligan
do que se enlazan especificamente a la macromolécula, mien-
tras que la extrapolacion para valor de fS) = 1 permite ded
cir el valor de la constante de equilibrio del proceso ciné

tico de enlace (fig. 3).

La representacién de Scatchard (203): La transforma-

cién de Scatchard puede ser deducida a partir de la ecuacié
(XI):

___‘7 = K S (XI)
1-Y

operando
Yok -9 (XVI)
S

y la representacién grdfica de la ocupacion fraccional de

sitios de enlace (V) dividida por la concentracién de ligan
do libre (S), frente al valor de la fraccién (Y), da una 1{
nea recta cuya pendiente es igual a -K, mientras que la ord
nada en el origen, es, directamente, el valor de la constan

te de equilibrio,.

Utilizando la notacidén de ligando libre (F) y ligando

enlazado (B), anteriormente explicada podemos escribir:

v -_8 B_ -« (1 -—8
d 7’ B ’,
Bmax Bmax max

B .8, -B.K (XVIT)
F



La representacién de B/F frente a B se denomina repre-

sentacién de Scatchard y constituye uno de los métodos grafi

cos mds comunmente utilizados en el andlisis de los datos ex

perimentales de enlace macromolécula -ligando. Esta represen
tacién ofrece, para cierto intervalo de concentraciones de -
ligando, una linea recta de pendiente -K y cuya interseccion
con el eje de abcisas proporciona el valor de Bméx o nimero

de sitios de unidn.

2.3.6.3. Andlisis Saturante Simple

Una de las limitaciones que el ensayo de receptores de
estrégenos impone a su aplicaciédn en oncologia clinica es 1la
necesidad de utilizar una cantidad mesurable de tejido tumo-
ral. Este hecho obliga, en ciertas condiciones experimenta--
les, o en presencia de piezas tumorales de escasa cuantia, a
la modificacién del método de andlisis convencional y a su -
sustitucién por el denominado "Andlisis saturante simple® -
(58).

Los fundamentos tedricos de este test para pequefias -
muestras surgen del andlisis de los datos de enlace especifi
co de un ligando a una macromolécula determinada (apartado -
2.3.6.2). En efecto, debido al hecho de que en este tipo de
reacciones, a semejanza de lo que ocurre en las reacciones -
catalizadas enziméticamente puede ponerse de manifiesto el -
fenémeno de saturacidén por el sustrato, disponemos de la po-
sibilidad de extraer informacidén Gtil, contando exclusivamen
te con la determinacién experimental de la cantidad de estré
geno enlazada a las proteinas citoplasmiticas cuando el ni--
vel de concentracién de estrégeno en el medio supera el va--
lor de la concentracién saturante. El andlisis de la figura

1, pone de manifiesto que a partir de cierto valor de la con
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centracién de ligando la cantidad de éste enlazada a la pro-
teina receptora alcanza un valor mdximo que resulta ser inde
pendiente de la concentracidén final de estrogeno existente -
en el medio. En estas condiciones experimentales de cantidac
de estrégeno ligada estd limitada exclusivamente por la con-
centracién de proteina receptora presente en el ensayo. Es

por otra parte evidente que este tipo de ensayo no aporta iy
formacién alguna acerca de la constante de asociacion (Ka)

del proceso de acoplamiento, asi como tampoco es posible de.
mostrar experimentalmente la presencia de heterogeneidad de:
sitio de unién, situacién realmente frecuente al existir en
el citosol una segunda molécula protéica receptora de estré
genos con menos afinidad por el ligando pero con capacidad

de enlace importante (183,185,220 ). Las limitaciones ante-
riores suponen sin duda fuentes potenciales de error; a pe-=
sar de ello, el procedimiento es a menudo utilizado para an
lisis rutinarios de receptores de estrdégenos en ciertos cen
tros (47 ). Nosotros hemos empleado este procedimiento andl
tico en algunas experiencias de termolabilidad del receptor
citosdlico o de cinética de incorporacién de 17p E2-3H al i
terior de células uterinas. En estos casos, la mayor parte

de los inconvenientes metodoldégicos desaparecen y la inform

cién que ofrece el andlisis resulta vdlida.

Brevemente descrito el procedimiento consiste en la i
cubacién durante cierto tiempo de una alicuota de citosol

9

con 17 E 34 en concentracién de 2.1077 M y la separacién

de la fragcién ligada respecto a la libre, utilizando DCC.

el caso de células intactas, la suspensién celular se incut
en presencia de l7|5E2-3H y la separacion se realiza por ce
trifugacidén. Experiencias paralelas que incluyen, en el me-
dio de reaccién, la presencia de l7p E2 frio, permiten valc

rar los enlaces no especificos.
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2.3.6.4. Estudios de‘Especificidad del Enlace \SC‘

N
i

La especificidad del enlace receptor-estrégeno permiv.
"a una determinada célula blanco desarrollar una accién en -
‘respuesta a una sefial hormonal sin interferencia de otras se
fales (205). Asi, hormonas de la misma clase, sus agonistas
y sus antagonistas pueden competir eficazmente por enlazarse
al receptor, mientras que no deben afectar a otros sistemas
receptores. La estereoquimica de la molécula hormonal y la -
geometria del sitio de unién en el receptor son caracteristi
cas fundamentales que determinan la especificidad del sitio
de enlace. E1 principio de competencia entre la hormona mar-
cada y otra sustancia de estructura estérica similar (L7p E2
o DES), se aplica para determinar la magnitud de los enlaces
especificos saturables por la hormona. Por otra parte, este-
réides no estrogénicos presentes en el medio no deben compe-
tir (o hacerlo débilmente) con los estrdégenos por unirse al
lugar especifico de enlace en la macromolécula, debido a que
la estructura molecular de estas sustancias posee ciertas di

ferencias estéricas respecto a los estrégenos.

Desde el punto de vista teodrico, la inhibicidn, si la
hay, puede derivar de mecanismos competitivos, por un lado, -
o de mecanismos no competitivos. Los inhibidores que actuan
de manera competitiva se combinan con el receptor de tal ma-
nera que el ligando no puede enlazarse; esto es, ligando e -
inhibidor compiten por el mismo locus de unidon. La naturale-
za mituamente excluyente del enlace entre ligando e inhibi--
dor en el sistema, puede ponerse de manifiesto a través del
andlisis que proporciona la transformacién doble reciproca.
Asi, cuando se estudia un conjunto de datos de enlace REZ’ -
obtenidos en presencia y ausencia del inhibidor, la transfor
macién doble reciproca muestra que el ndmero de sitios de --

unidn permanece constante de manera que para saturarlos por



17p EZ—BH en su totalidad en presencia de competidor, es ne
sario utilizar concentraciones de ligando mds elevadas. De
ta forma, la presencia del inhibidor modifica la pendiente

la transformacidn de lineweaver-Bruk y cambia el valor de 1

constante aparente de disociaciodn.

La inhibcidén no competitiva puede ocurrir por varias
zones: El inhibidor puede en primer lugar precipitar o desn
ralizar el sitio de unidn del receptor o bien enlazarse a u
segundo sitio del receptor y, como consecuencia de ello, al
rar el locus de unidén especifico para el estrdgeno. En este
so, el ndmero de sitios de enlace disminuye mientras que la

constante de asociacidn no se modifica.

Utilizando como modelo bioldgico células intactas del
dtero, hemos sometido a estudio los mecanismos de inhibicié
del enlace receptor-estrégeno, en presencia de distintas ho
nas esteroideas, estrogénicas o néd y de los antiestrdgenos
moxifeno e hidroxitamoxifeno. E1 método utilizado es el misi
que se describe en el apartado siguiente y la concentracidn
la sustancia competidora fue entre 200-500 veces superior a

del 17P EZ-BH.

2.3.6.5. Andlisis de Receptores Estrdgénicos sobre Cé€lulas

tactas.

La preparacidon de suspensiones monocelulares a partir
Gtero de rata y su caracterizacidn bioquimica fué descrita
1.973 por Willians y Gorski ()44) y la utilizacidn de este
tema como modelo experimental, permitidé establecer la equiv
lencia existente entre los lugares de enlace especificos pa
el estradiol, tanto en el estracto uterino (dteros intactos
incuban en presencia de estradiol) como en células uterinas

disladas. Fl empleo de lteros intactos como modelo de tejid



blanco de la accidn de los estrdgenos, tropieza con varios

convenientes entre los que sabe citar (173): a) la difusién
del estradiol a través de varias capas celulares, b) su coe
ciente de reparto entre los espacios intra y extra tisular

intra y extra celular y c¢) la absorcidén preferencial del es
réide en los tejidos adiposos que no pueden ser completamen
separados de los Uteros intactos. Estas limitaciones desapa
cen cuando se utilizan células uterinas en suspensién en la
que las interacciones Hormona/célula, adn siendo bioquimica
te muy complejas, pueden ser estudiadas en condiciones expe
mentales cercanas a las fisioldgicas (concentracidn hormona

nutrientes, pH, p02, temperatura, etc).

Durante los Ultimos diez afios distintos procedimiento
de andlisis bioquimicos han sido propuestos para cuantifica
receptores de estrégenos y progesterona en tejido tumoral m
rio (216 ); sin embargo el ensayo sobre células intactas, ma
nidas en suspensidén utilizando un‘medio nutriente adecuado,
ha alcanzado, quizds como consecuencia de ciertas dificulta
experimentales, una difusidén generalizada. Muy recientement
(223, 224) esta metodologia ha sido incorporada a las inves
gaciones que utilizan como modelo de tejido hormono dependi
te, lineas celulares tumorales mamarias establecidas y cult
das en monocapa y se piensa (180) que la virtud potencial d
este tipo de ensayo radica en la standarizacidn de un siste
experimental, que permita la realizacidén de ensayos encamin
dos a estudiar la afinidad de moléculas derivadas de estrdg
nos y progestdgenos de forma que sea posible establecer rel

ciones apropiadas entre la estructura quimica y la activida

bioldgica de la molécula ensayada.

Brevemente descrito el procedimiento consiste en la i
bacidn de un determinado nimero de elementos celulares (con
dido entre 200.000 y 600.000) en suspensién (0,4 ml de MEN)
con 0,1 ml de solucidn de 17P E2—3H en concentraciones vari

bles (2.10-9 a 3.10—1OM). Todos los ensayos se realizan con
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nimo por'dupliéado y paralelamente se realiza el ensayo en

presencia de un exceso (100-500 veces) de hormona fria, com
en el procedimiento cldsico en enlace especifico de la horm
na radiactiva se deduce por sustraccidon de la actividad ine
pecificamente enlazada de los datos de enlace total. Los va
res resultantes de esta diferencia pueden ser tratados de -
acuerdo con la transformacidén de Scatchard o de la doble re
proca deduciéndose el valor de BMéx y Kd. Los resultados se

expresan en fmol/ DNA o nimero de sitios de enlace por cél

la.

Las condiciones experimentales en que se realiza el e
sayo: tiempo de incubacidén: 20 minutos, Temperatura: 37 eC,
velocidad de agitacién: 120 ciclos/min, pH: 7,4 y medio de
cubacién: MEN, garantizan la absoluta viabilidad celular du

rante el desarrollo del mismo.

La reproduccién de las células del medio de reaccién
lleva a cabo por centrifugacion (800g, 10 minutos) y aspira
cién del sobrenadante. Tras lavar con 2 ml de solucién de -
HANK'S para eliminar el esterdide enlazado a las membranas
lulares, el pellet celular obtenido por centrifugacidn se t
ta con una mezcla constituida por 0,3 ml de Solueno-100 y C
ml de Etanol y la extracciodn de 17p E2-3H se realiza por sc
bilizacién total de las células en esa mezcla. Por dltimo s
transfiere la solucién resultante a un vial de centelleo 1i

do con 4,2 ml de mezcla centelleadora y se somete a conta je
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2.3.7. Cinética de la Captacidn de 178 E, por las Células -

Uterinas

Células en monocapa (MCF-7 o T47D) captan el estradic
presente en el medio de cultivo con gran rapidez, alcanzdnd
se el mdximo valor de incorporacidén del estrdégeno al interi
de la célula en tiempos comprendidos entre 30 y 60 minutos
(180,223)= Este valor no se modifica para c€lulas MCF-7 cul
vadas en suspensién (155) y resulta aproximadamente igual :
encontrado para células uterinas en suspensidén (173). Los n
canismos de entrada del estradiol en células uterinas han :
do discutidos por Miller y Wotiz (174). Siguiendo las técni
cas descritas en la bibliografia hemos estudiado la cinétic
de la captacién del 17 E2 en dos condiciones experimentale

distintas.

a) Velocidad inicial de incorporacidén intracelular de -
17 E2 y b) Captacidén del estradiol a tiempos cercanos al «

equilibrio.

En el primer caso, una suspensidn celular conteniend«
3

108 cel/ml se incubaba con 17 E,-"H, 10°7M a 1las temperatu
ras de 52, 102, 1592, 202, 302 y 37 °C extrayendo del tubo ¢
reaccién muestras de 0,5 ml a los siqguientes intervalos de
tiempo: 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 segundos. La entrac
del estradiol al interior de la célula se detiene utilizanc
2 ml de HANK'S conteniendo 17 E2 frio, 10-6M y reduciendo
temperatura a 0 °C con mezcla de hielo fundente. Al términ:
de la experiencia las muestras obtenidas se separaban'por

trifugacidén y el pellet resultante se procesa de acuerdo c:
lo expuesto en el apartado anterior. Paralelamente, la inc
poracidén intracelular de el esterdide marcado se estudia e
presencia de una concentracidn 1.000 veces superior de hor:
na no radiactiva con objeto de valorar los enlaces no espe

ficos.
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Experiencias andlogas a las descritas se han llevado :
3 - - ’, 3
cabo modificando la concentracion de 17 EZ- H presente en
el medio de incubacidn, Las concentraciones empleadas han si

do: 1.10°8, 8.1077, 5.1077, 3.1077, 8.107 1%

En el segundo caso y con el objeto de definir el tiem-
po éptimo para la realizacidn del ensayo de RE o RPg sobre -
células intactas, hemos estudiado la captacidn especifica de

la hormona marcada (17p E2-3H o R-5020—3

H) a las temperatu--
ras de 4 °C y 379C, modificando los tiempos de incubacidn er

tre 5 y 20 minutos.

2.3.8. Estudio de la Termolabilidad del RE en Citosol y en

Células Intactas

En apartados anteriores hemos descrito que el receptor
de estrdgenos es una especie protéica que presenta una marc:e
da habilidad térmica. Esta propiedad es muy acusada en el te
jido intacto a temperatura ambiente, -también en el citosol-
y puede reducirse por congelacidén del espécimen a la temper:
tura del N2

to de comprobar si la termoestabilidad del receptor es la

liquido o por liofilizacidon del mismo. Con obje-

misma en citosol que en las c€lulas metabdlicas activas, he-
mos sometido a comparacidn los resultados del ensayo de RE -
sobre células intactas y sobre citosol procedente del mismo
tejido modificando entre 0 y 6 h el tiempo de almacenamientc
de la muestra, y utilizando tres temperaturas distintas: 02(
20 °C y 37 9C. El cdlculo de la actividad especificamente er
lazada al receptor (intracelular o citosdélico) se obtiene, -
como en casos anteriores, por sustracciéon de los enlaces no

especificos respecto al valor de la actividad total enlazad:
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ITI. RESULTADOS



III. RESULTADOS OBTENIDOS

3.1. SEPARACION DE CELULAS

Para separar c€lulas uterinas de rata de cé€lulas adip
sas o hemdticas contaminantes y/o de células no viables hem
llevado a cabo experiencias de centrifugacidn en gradiente
discontinuo de Percoll, desarrolldndose éstas en tres condi
ciones experimentales distintas. Los resultados obtenidos s
expresan en las tablas III-1 a III-3 y en ellas se incluyen

sas condiciones en que la separacidon se ha llevado a cabo.
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TABLA III-1

Separacidén en gradiente de Percoll
Condiciones experimentales:
Tiempo de centrifugacion = 30 min.
Velocidad : 1.800 r.p.m. (800 g'rméx)

Concentracién de Percoll : 20, 30, 35 y 40%

Volumen de cada componente : 2 ml

CELULAS UTERINAS

FRACCION CONTENIDO (vivas) (Muertas) OTRAS CELULAS
I Interfase 0-20% 47.500 2.500 --
IT Interfase 20-30% 890.000 10.000 --
ITI Fases 30-35% - - 25.000

(Macrdéfagos)

Iv Pellet - - 125.000

Hematies Linfoc

6

1 ml de suspensidén celular (~ 10 elementos/ml de HANK'S) se

aplicé en la capa superior del gradiente.
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TABLA ITI-2

Separacion en gradiente de Percoll
Condiciones experimentales
Tiempo de centrifugacidn = 30 min.

Velocidad : 1.800 r.p.m. (800g - L od
Concentracidn de Percoll : 20-24-28%

)

Volumen de cada componente = 3 ml

CELULAS UTERINAS

FRACCION CONTENIDO (Vivas) (Muertas) OTRAS CELULAS
I Interfase 0-20% 414.000 345,000 --
1I Fases 20-24-28% 320.000 - --
111 Pellet 12800.000 - 1.600.000

Hematies, linfc

tos, Macrdfagos

1 ml de suspensién celular (~ 15 x 108 elementos/ml de HANK'S

se aplicé en la capa superior del gradiente.
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TABLA III-3

Separacidn en gradiente de Percoll.

Condiciones experimentales:

Tiempo de centrifugacidn = 30 minutos
Velocidad : 1.800 r.p.m. (800g - rméx)

Concentracién de Percoll : 20, 40%

Volumen de cada componente : & ml

CELULAS UTERINAS

FRACCION CONTENIDO (Vivas) (Muertas) OTRAS CELULAS
I Interfase 0-20% 192.000 40.000 --
11 Interfase 20-40%27000.000 50.000 --
ITI Pellet - - 10.800.000

Hematies, Maci

go, linfocito:

1 ml de suspensidn celular (’\/40.106 elementos/ml de HANK'S

se aplicd en la capa superior del gradiente.
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5.2, ENSAYO DE RE EN CITOSOL

Sobre una preparacién homogénea de citosol obtenido a
partir de dtero de ternera hemos sometido a estudio las va-
riaciones intra e inter ensayo del procedimiento cldsico de
cuantificaci6én de RE por absorcién de la fraccidén libre con

DCC (129).

El citosol originalmente obtenido por homogeneizaciodn
del tejido en tampon TRIS-C1lH, se diluyé a la mitad con ese
mismo tampén y a partir de esta dilucién, (A) se obtuvo una
nueva dilucién, B = 1/4 A, utilizando como diluyente tampon
TRIS-C1H con 2,4 mg/ml de albimina bovina para evitar el -
efecto de la escasa proporcién de proteinas en el medio SO-

bre la expresion final del resultado de BMax y KD (190).

Sobre la muestra A se han realizado 5 experiencias de
cuantificacidén de RE por duplicadd y sobre la muestra B he-
mos llevado a cabo también 5 experiencias de RE por duplica
do que se repitieron 4 veces en diferentes dias. Los resul-
tados de los datos de enlace total, enlace no especifico y

enlace especifico se ofrecen en las tablas I11-4 a III-11.
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TABLA III-4

Datos de enlace Receptor-Estrégeno. Citosol A (Enlace Total)

EXPERIENCIA

Concentracién I

de 17pE,-H

II ITI IV oy

d.p.m. d.p.m. d.p.m. d.p.m, d.p.m.

10384 10430 10595 10277 10663
3,107 10496 10062 10604 10430 9580
(86742 dpm) f:10440 M:10246 M:10599 M:10353 M:10121
8098 8369 8141 8426 8503
2.10"7m 8652 8399 7899 8439 8295
(58000 dpm) M:8375 :8384 M:8022 M:8432  f:8399
5897 593¢ 6005 5877 6072
1.10" ¢ 6134 5857 6107 6022 5989
(30714 dpm) M:6015 #:589¢6 M:6056 M:5949 f:6030
4845 5453 5638 5520 5678
8.10 10y 5525 5485 5602 5301 5490
(24530 dpm) M:5185 M:5469 M:5620 M:5410 M:5564
4112 3824 46176 4210 4393
5.10 10y 4172 4199 440k 4232 4374
(15708 dpm) M:tla4 HM:4011 M:4310 M:4221 M:4381
3339 3382 3345 2910 3159
3.10° 10y 3028 3512 3284 3367 3407

(9884 dpm) M:3183 M:3447 M:3314 M:3138 M:3283
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TABLA III-5S

Datos de enlace Receptor-Estrdégeno. Citosol A (Enlaces No

Especificos)

EXPERIENCIA

Concentraciodn I II ITI IV v

de l7pE2-3H

d.p.m. d.p.m. d.p.m. d.p.m. d.p.m.
4590 4558 4770 5005 4914
3.1077m 4423 4656 5018 4b647 4522
(86742 dpm) M:4506 M:4622 14894 M:4826 M:4718
3719 3635 3290 3543 3246
2.10°7M 3515 3596 4333 3315 3590
(58000 dpm) M:3617 M:3615 13811 :3429 M:3418
2180 2225 2261 2311 2451
1.10°%n 2245 2320 2225 2428 2378
(30714 dpm) M:2212 M:2272 12243 M:2369 M:2414
1987 1829 1924 2036 2841
8.10 10y 1810 1971 1853 1895 2060
(24530 dpm) M:1898 M:1900 11888 M:1965 M:2450
1428 1449 1441 1417 1395
5,10 10y 14641 1474 1355 1330 1366
(15708 dpm) Mi1s3y M:i1461 (1447 M:1373 f:1380
1303 1259 1251 1226 1273
3.10 19y 1332 12064 1271 1156 1084
(9884 dpm) M:1317 M:1231 11261 M:1191 M:1178
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TABLA III-6

Datos de enlace Receptor-Estrdgeno
Citosol B (Enlace Total)

l%; grupo de ensayos

Concentraciodn EXPERIENCIA
de 17952-3H
I 11 III IV v
3,107 M
: 9855 10095 9874 10023 10005
(81579 dpm)
2 10“9M
: 7015 7454 7327 7395 7278
(54250 dpm)
1.10"7m
: 3935 4034 3907 4058 3961
(27808 dpm)
8.10'10 3486 3594 3397 3488 3271
(21708 dpm)
5,10 10 B N N B N
(13539 dpm)
-10 .
3.10 1554 1567 1794 1565 1596
(8826 dpm)

Los datos recogidos en la tabla representan el va-

lor medio de cada punto realizado por duplicado.

O



TABLA III-7

Datos de enlace Receptor-Estrégeno
Citosol B (Enlaces no especificos)

188 grupo de ensayos

Concentracidn EXPERIENCIA
3
de 17pE_ -"H
NP 2 I I1 ITI IV \Y
3.10"7M
' 8187 8612 8213 8496 8490

(81579 dpm)

2,10

(54250 dpm)

5514 6032 5657 6000 5618

1.1077M
(27808 dpm)

2486 2892 2429 3105 2618

8.10-10M

(21708 dpm)

2315 2640 2282 2394 2252

5.10 10y

(13539 dpm)

3.10—10M

(8826 dpm)

913 979 1045 956 1017

Esta Tabla representa los valores medios de la ex-

periencias realizadas por duplicado.



TABLA III-8

Datos de enlace Receptor-Estrégeno
Citosol B (Enlace Total)

22 Grupo de ensayos

Concentracidn EXPERIENCIA
de 17pE2-3H
I II III IV v
3.10°7M
: 8684 9283 8951 9064 9687
(81579 dpm)
2 10'9M
: 7354 5929 6470 6054 6150
(54250 dpm)
1 10‘9M
: 3929 3899 3768 3425 4018
(27808 dpm)
§.10°10
: 3458 3286 3134 3324 3297
(21708 dpm)
-10
5.10 "M 2354 2366 2364 - 2384
(13539 dpm)
-10
3.10 1769 1913 1849 1775 1773
(8826 dpm)

Esta tabla representa los valores medios de las expe-

riencias realizadas por duplicado.
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TABLA III-9

Datos de enlace Receptor-Estrdgenos
Citosol B (Enlaces no especificos)

22 Grupo de Ensayos

Concentracidn EXPERIENCIA
; :
de 178E,-"H I I1 ITI IV v
3.10" M
- 7040 7793 7515 7755 832
(81579 dpm)
2.10"m
. 5766 4683 5252 5014 502
(54250 dpm)
1 10‘9M
: 2570 2567 2553 2520 283
(27808 dpm)
210
8.10 2348 2149 2070 2333 223¢
(21708 dpm)
-10
>.10 14 45 1445 1528 - 1553
(13539 dpm)
210
3.10 956 1111 1091 1052 1040
(8826 dpm)

Esta tabla representa los valores medios de las expe -

riencias realizadas por duplicado.
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TABLA III-10

Datos de enlace Receptor-Estrdgenos
Citosol B (Enlace total)

38L grupo de ensayos

Concentracidn EXPERIENCIA
3
de 17pE,-"H I I1 111 IV v
3,107
. 8794 9024 9205 9304  1002¢
(81579 dpm)
2.10"7m
y 6540 6743 6346 6365 7124
(54250 dpm)
1 10'9M
¥ 3729 3656 3953 3773 3750
(27808 dpm)
§.10°10
. 3047 3184 3063 3127 3130
(21708 dpm)
-10
>.10 2443 2326 2180 2284 --
(13539 dpm)
-10
3.10 1481 1634 1545 1639 1598
(8826 dpm)

Esta tabla representa los valores medios de las experienc:

realizadas por duplicado.
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TABLA III-11

Datos de enlace Receptor-Estrégenos
Citosol B (Enlaces no Especificos)

3L Grupo de ensayos

Concentracidn EXPERIENCIA
3
de 17 E,-"H I II III IV v
3,107y
. 6869 7489 7653 7665 8491
(81579 dpm)
2.10"M
. 5352 5400 4830 5090 5746
(54250 dpm)
1 10‘9M
: 2933 2424 2832 2764 2638
(27808 dpm)
-10
8.10 “"M 2094 2221 2111 2142 2151
(21708 dpm)
10
.10 "7M 1479 1434 1361 1369 -
(13539 dpm)
3,10°10 1007 1066 1056 1067 1057
(8826 dpm)

Esta tabla representa los valores medios de las experiencia

realizadas por duplicado.



3.3. CINETICA DE LA CAPTACION INTRACELULAR DEL ESTRADIOL

Para definir el tiempo de incubacidén necesario para
que la magnitud del enlace especifico del estradiol a las c¢
lulas, alcance su mdximo valor, hemos estudiado la evolucidr
de los niveles de 17p E2-3H unido espécifica e inespecifica
mente a las células, utilizando como modelo una suspensidn
celular de 1,25.106 elementos por ml de MEN y una concentra-.
ciodn 10_9M de estradiol en el medio. La experiencia se real.
z6 a dos temperaturas, 02 y 37 °C, y la separaci6on entre -
fraccidén libre y ligada (Actividad total enlazada y activi-
dad inespecificamente unida a las células) se llevo a cabo
por centrifugacidén en cada uno de los siguientes instantes
de tiempo: 5,10,20,30,45 y 60 minutos. En todos los casos
los datos de enlace se obtuvieron por triplicado y para la
valoracién de los enlaces inespecificos se utilizé un exces
(6.10'7M) de estradiol frio. Las tablas III-12 y III-13 con

tienen, de manera resumida, los resultados obtenidos.
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TABLA III-12

Cinética de la captacidn intracelular del 17p-Estradiol-3H

(Temperatura : 0 2C)

Tiempo

(min) ET ENE EE
> 10996 8554 2401
10 17501 11314 6187

20 17905 12082 5103
30 17401 13270 4131

45 15337 12722 2615

60 16295 15548 747

ET: Enlace total (dpm)
ENE: Enlaces no especificos (dpm)

EE: Enlace especifico (dpm)
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TABLA III-13

Cinética de 1la captacidn intracelular del 17ﬁEstradiol-3H

(Temperatura : 37 2C)

Tiempo
(min) ET ENE EE
10 13290 5423 7867
20 12814 3895 8919
30 11775 3407 8369
45 10208 4178 6o3d

60 8982 3755 5227

ET : Enlace total (dpm)
ENE : Enlace no especifico (dpm)

FE : Enlace especifico (dpm)
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3.3.1. Cinética de entrada del estradiol en la célula ute-

rina. Efecto de la concentracién del 17pE,

Los datos de enlace correspondientes a la velocidad -
de entrada del estradiol en la célula uterina en dos situa-
ciones experimentales distintas (en presencia y en ausencia
de competidor no radiactivo) y en funcidén de la concentra--

cién de estradiol en el medio (1072, 8.1077, 5.1077, 3.10°°

8.10_1OM) se recogen en las tablas III-14 a III-18. La -

concentracion de elementos celulares se ajustd a l.10-6 - -
cel/ml y el volumen total para cada ensayo fue de 5 ml. A -
cada uno de los tiempos reflejados en las tablas se extrajo
una alicuota de 0,5 ml que se agregdé sobre un tubo, a la -
temperatura de 0 2C, que contenia un exceso (1000 veces - -
aproximadamente) de estradiol frio para detener la incorpo-
racién de la molécula marcada al interior de la célula, -

(apartado 2.3.7).
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TABLA III-14

.~ Velocidad de entrada del l7pE2-3H en la célula uterina
* -8
¢ [e3] = 1078w

t(s)  17pE,-H t(s)  E)+l7pE,
10 9300 10 --
20 10632 25 6777
30 13803 30 7168
45 16613 45 11139
60 14069 60 7505
90 17812 90 9702
120 17603 120 11141
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TABLA TIII-15

Velocidad de entrada del 17gE2-3H en la célula uterina

 [£3]=8.107m)

t(s) 17PEZ-3H t(s) E§+ 17E,
10 8506 15 --

20 9905 25 8440
30 10992 - 35 --

45 13210 45 7167
60 13820 60 5446
90 14286 90 6935

120 17032 120 8817
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TABLA III-16

Velocidad de entrada del l7pE2-3H en la célula uterina

( (5] - 5.10"7M)

t(s) 173 E2-3H t(s) E;} 17p E,
10 8311 10 5315
20 6428 20 3909
30 7459 30 45192
45 9503 45 3682
60 10601 60 4072
90 12376 90 4968

120 -- 120 6587
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TABLA TII-17

Velocidad de entrada del l7pE2-3H en la célula uterina

*¥7 -9
( [Ez] = 3.1077M)
t(s) 176 €. -H t(s) v 17l
Pto 2 pLo
10 4791 10 .
20 3718 20 2972
30 4823 30 --
45 6608 45 2577
60 6998 60 3423

120 9091 120 C-n




TABLA III-18

Velocidad de entrada del l7pE2-3H en la célula uterina

([e¥] = 8.107%)

t(s) 175€,-"H t(s)  EN+17pE,
10 2560 10 2040
20 2653 20 1847
30 2356 30 1796
45 2390 45 1699
60 3270 60 1971
90 3949 90 2115

120 4671 120 1843
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3.3.2. Cinética de entrada del estradiol en la célula uteri

na. Efecto de la temperatura

El estudio de la influencia que sobre la velocidad de
entrada del 175E2-3H en la célula uterina ejerce la temper:
tura se ha realizado sobre una preparacion homogénea de cél
las uterinas de ratas suspendidas en MEN (1.106ce1/ml) a le
temperaturas de 5, 10, 15, 20 y 30 2C en las situaciones ex
perimentales definidas por presencia o la ausencia de compe
tidos frio. Los resultados obtenidos se ofrecen en las tab]
III-19 a III-23. La concentracion de estradiol fue en todo:s

los casos 10—9M.

TABLA III-19

Velocidad de entrada del l7ng2-3H en la célula uterina
(T = 5 29C)

t (s) 17BE - H Ef+17pE;

10 6167 4823

30 7252 4976

60 9826 4611

90 9975 4847

120 _ 4731 4929

150 12924 3848

180 12038 4781
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TABLA III-20

Velocidad de entrada del 179E2-3H en la célula uterina

(T = 10 °C)
3 *

t(s) 17pE,-"H E5 + 17pE,
10 7365 4980
30 10443 4414
60 10722 5210
90 12824 5602

120 - - 4365

150 13527 4413

180 15047 4185

TABLA III-21

Velocidad de entrada del l7pE2-3H en la célula uterina

(T = 15 2C)

t(s) 17@E2-3H E%+ 17pE,
10 7644 5303
30 10957 -

60 11598 4987
90 12215 3852
120 14587 3987

150 15786 3624

180 16080 3902
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TABLA III-22

(T = 20 °C)

t(s) 178E,-H £} +17pE,
10 8422 4447
30 11069 3558
60 13785 4762
90 - 3842

120 14569 3789

150 18572 3485

180 - 3859

TABLA III-23

Velocidad de entrada del 17&E2—3H en la célula uterina

(T = 30 °C)
t(s) 178 .- H £% 4 178E
P2 2 BPto
10 14040 3147
30 18031 3880
60 22065 4106
90 - 3729
120 31810 3955
150 25799 3559

180 - - 3692
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3.4. LINEALIDAD DE LA CAPTACION DEL 17E)ESTRADIOL-3H'

Para comprobar la relacidén existente entre captacidn
especifica del 17p E2 y el ndmero de células puestas por tu-
bo, en las condiciones de T = 37 °C y tiempo de incubacién -
= 20 minutos, hemos analizado los datos de enlace observador
en 5 suspensiones celulares distintas cuya cantidad de célu-

las por cada 0,4 ml de suspensidén fue la siquiente:

10°, 2.10°, 3.10°, 4.10° y 5.10° células.

La valoracidn de la actividad total enlazada se efectt

por triplicado, empleando 0,1 ml de 178 E2-3H, 5.10-9M, sobr

. 10°7M fi-

nal) y la de los enlaces no especificos incorporando a la di
9 3

solucidén 5.10 "M el 17 EZ- H un exceso de hormona fria (60C

0,4 ml de suspensidén celular (concentracién de E

veces),
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La tabla III-24 ofrece de manera resumida los resul -

tados obtenidos.

TABLA III-24

Linealidad de la captacin de 17f E,-H

Ne de células Enlace Especifico

10° 632
2.10° 1318
3.10° 1512

5
4.10 2321

5
5.10 2803

s



3.5. ESTABILIDAD TERMICA DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS

La degradacidén del receptor estrogénico por efecto de
la temperatura se ha estudiado, tanto en citosol como en cé
lulas, evaluando la cantidad de 17§ E2 especificamente enla
zada en funcidn del tiempo de permanencia de la muestra a -
cada una de las siguientes temperaturas (02, 20¢, y 37 2°C).
Los resultados obtenidos se reflejan en las tablas III-25 a
I111-27 expresados como porcentaje respecto al valor de enla

ce encontrado para el tiempo inicial.

TABLA III-25

Termoestabilidad del Receptor de Estrdgenos

temperatura : 0 2C
Tiempo
(horas) Citosol Células
0 100% 100%
1 100% 100%
2 83,7% 100%
4 69,1% 83,6%
6 61,0% 75,6%



TABLA III-26

Termoestabilidad del Receptor de Estrdgenos

Temperatura = 20 °C

Tiempo
(horas) Citosol Células
0 100% 100%
1 66,4% 90,2%
; 2 38,6% 73,9%
4 42,7% 67,3%
6 33,1% 64,9%

TABLA III-27

Termoestabilidad del Receptor de Estrdégenos

Temperatura = 37 °C
Tiempo
(horas) Citosol Cé€lulas
0 100% 100%
1 35,0% 67,6%

2 7,5% 42,9%
4 0 4,5%
6 0 0
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3.6. ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL ENLACE RECEPTOR-ESTRAL

Los estudios de inhibicidn del enlace receptor-Estrdc
en células intactas se han llevado a cabo utilizando como ¢
petidores las sustancias siguientes: 17p Estradiol, dietile
tildestrol, 17« Estradiol, Testosterona, Estrona, Progester
Corticosterona, Androstendiona, 5 Dihidrotestosterona, Pre
nolona, Tamoxifeno e Hidroxitamoxifeno. Los resultados obte
dos -utilizando tiempo de incubacién 20 minutos, temperatur
del ensayo 37 2C y concentracién de competidor en exceso (2
veces respecto a la concentracion de hormona marcada)- se p
sentan en las tablas III-28 a III-31.

La tabla III-32 ofrece los resultados de los datos de
lace del 17F>E2-3H al receptor citosdélico en presencia de -

17p E2 y de los antiestrdgenos Tamoxifeno e hidroxitamoxife

For-



TABLA III-28

Datos de enlace Receptor-Estradiol en presencia de distin-

tos competidores.

3

Concentracién de 17pE,-"H

Molécula 2.10°M 10°%m 8.10°10 5.10°10 3 30-10
Ez’" 5352 4150 3507 2505 2056
E’Z"+ 17pE, 2364 1643 1272 924 699
E*;-!- 170 €, 2600 1666 1484 1234 876
E§+ T 3698 2573 2337 1685 1425
E’z"+ E, 3439 2496 1949 1330 -

* 3

Ey = 17pE,-"H

= Testosterona
1 = Estrona
N2 de células por tubo 400.000

Actividad especifica del 17 E,- H =

-122_
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TABLA 111-29

Datos de enlace Receptor-bstradiol en presencia de distin-

tos competidores.

Concentracidn de 178 E2— H

Moléculas 2.10 " 10°%m .10°10y .10°10
E; 13286 9015 8164 4620
E;+ 17p E, 5079 2981 2776 1799
£;+ Pg 12080 8559 6804 4298
E;+ C 11714 8867 7188 4942

*

E, = 17pE,-"H

Pg = Progesterona

= Corticosterona
n? de cé€lulas por tubo 400.000

Actividad especifica

-123-
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Datos de enlace Receptor-tEstradiol en presencia de distin-

tos competidores.

Concentracidn de 178 EZ—BH
Moléculas 2.10°M 10°%m 8.107%% s5.1071% 3.1071%
E; 7296 5206 4240 3471 2605
E;+—17p>52 3718 2114 1660 1482 1160
E§+ A 6921 5240 4195 3478 2608
E§+ Pr 7476 5298 4318 3506 2585
E§+-5u DHT 7047 5324 4340 3477 --

£ . 17pE,-H
A : Androstendiona
Pr : Pregnanolona
S DHT : SX Dihidrotestosterona
n? de células por tubo: 300.000

Actividad especifica : 151 dpm/fmol
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TABLA T11-31

Datos de enlace Receptor-Estradiol en presencia de distin-

tos competidores.

Concentracidn de 179 E2

9 -9 -10 -10 -10

Moléculas 2.10° 7'M 10°7°M 8.10 M 5.10 3.10 M
E; 3501 2565 2031 1521 1044
£5+ 17p E, 2063 1409 1127 853 721
[é-fTAM 2731 1967 1507 1088 734
E?-}OH-TAM 2743 1764 1233 963 716

i

* 3
E2 l7g Ez- H
TAM = Tamoxifeno

OH-TAM = Hidroxitamoxifeno
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TABLA T11-32

Datos de enlace Receptor-Estradiol en presencia de dis-

tintos competidores

(Citosol de

Jtero de rata)

Concentracion de 178 E2—3H
Moléculas 2.10° 1077 8.107%m s5.1071%  3.10719
Eé 7405 4587 3289 2247 1479
E§-¥E2 4878 2754 1929 1325 875
E§-+TAM 4574 2793 2102 1595 1218
E§+-0HTAM 4410 2562 1844 1318 927
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3.7. tL CONTROL "NEGATIVO"™ DEL ENSAYOQ

Con objeto de verificar que la incorporacidn intrace-
lular especifica del estradiol tiene lugar sobre la protei-
na receptora de estrdgenos, y teniendo en cuenta que esta -
macromolécula existe en los tejidos hormono dependientes pe
ro no en las cé€lulas extraidas de otros territorios, hemos
sometido a comparacidn los resultados del ensayo en células
intactas realizado simultdneamente sobre células uterinas -
de rata y c€lulas del riion del mismo animal. La suspensio-
nes celulares se prepararon de manera idéntica a lo expues-
to en apartados anteriores y la tabla III1-33 resume los re-

sultados obtenidos.
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TABLA TTI-33

Control positivo y negativo del ensayo

Cél. Utero Cél Rifidn
176 E2-3H T ENE ET ENE
10°7m 5042 2192 29219 27021
107 7M 4185 1856 13790 13133
10710y 4010 1630 11515 9626
10”10y 3388 1574 7081 7154
10710 2858 1326 4198 4887

de células

de células

uterinas

DNA =

renales

DNA =

-128-
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3.8. COMPARACIOM DE METODOS

Utilizando como modelo de tejido hormono-dependiente -
dtero de coneja inmadura, hemos sometido a comparacidn los
resultados del ensayo de RE en células intactas con los que
ofrece el procedimiento cldsico de medida de RE en citosol.
Para ello y con objeto de garantizar la homogeneidad del ma-
terial bioldgico utilizado, los Uteros se dividieron, inme--
diatamente a la cirugia, en dos porciones idénticas destindn
dose una de ellas a la obtencidn del citosol (apartado 2.3.1)
y la otra se procesé de acuerdo con lo expuesto en el aparta-
do 2.3.2 para obtener una suspensidn monocelular de elementos

viables.

Los resultados de estas experiencias se ofrecen en las

tablas III-34 a III-39.

El tratamiento de esos datos de enlace de acuerdo con -

la transformacidn de Scatchard se expone en la tabla III-40,
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TABLA 111-34

Comparacidn citosol-células. Experiencia I.

Datos de enlace

Citosol Células
3
17¢ €,-"H T ENE €T ENE
2.1077 17102 6483 9644 3454
1077 12912 3684 6737 2733
§.10-10 10810 3065 6056 2713
5.10 19 7802 1925 4740 2523
3.10°19 5519 1266 3768 2291
Proteinas citosol = 1,29 mg/ml

n? células : 1.250.000/ml
DNA = 13,8 ng/lO6 cel
n? células/tubo = 500.000
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TABLA TIL-35

Comparacidén citosol-células. Experiencia I1.

Datos de enlace

Citosol Células
3
178 €,-H ET ENE £T ENE
2.107° 21539 6683 13393 5363
10°° 16641 4263 11294 4018
g.10° 19 13474 3102 8004 3483
5.10710 9515 1939 7064 3046
3.10719 6701 1374 5500 2915

Proteinas 2,58 mg/ml

citosol
n® células : 1,75.10° cel/ml
DNA = 15,7 ng/106cel

N2 células/Tubo = 700.000
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TABLA III-36

Comparacién citosol-células. Experiencia III.

Datos de enlace

Citosol Células
17p E,-H ET ENE ET ENE
2.1077 7221 3623 17755 6752
1077 4654 2105 12046 4340
§.10"10 3443 1469 10300 3901
5.10719 2603 1074 7275 2950
3.10°10 1765 710 5078

2265

= 1,98 mg/ml
6

Proteinas .
citosol

ne células = 1,83.10°cel/ml
ONA = 8,8 ng/10%cel.

n® células/tubo = 730.000
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TABLA III-37

Comparacién citosol-células. Experiencia IV.

Datos de enlace

Citosol Células
17p €,-7H ET ENE ET ENE
2.1077 9355 6545 4803 3105
10°° 5639 3559 3310 2050
g.10°19 4798 2850 2997 1798
5.10°10 3267 1754 2398 1489
3,10°10 2065 1155 1902 1292

Proteinas = 0,96 mg/ml

citosol
n? de cé€lulas = 750.000 cel/ml
DNA = 15.3 ng/10%cel.

n? células/Tubo = 300.000
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TABLA III-38

Comparacién citosol-células. Experiencia V.

Datos de enlace

Citosol Células
178 E,-H ET ENE ET ENE
2.107° 12831 5704 5215 2111
1077 9925 3769 4312 1715
.10 10 8455 2842 4205 1682
5.10710 6369 1692 3391 1532
3.10710 4609 1286 2832 1342

Proteinas _;i.s01 1,76 mg/ml

n® de células = 500.000 cél/ml
DNA = 20,6 ng/lOécel.

n? células/Tubo = 200.000
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TABLA III-39

' Comparacién citosol-células. Experiencia VI.

Datos de enlace

Citosol células
17 E2-3H ET ENE ET ENE
2.1077 7405 4815 3504 2063
1077 4587 2721 2565 1409
g.10 10 3089 1803 2031 1127
5.10°10 2247 1311 1514 850
3.10°10 1479 734 1100 721
’ Proteinas _;io501 ~ 1,92 mg/ml

ne células = 1,4.10% cél/ml

DNA = 12,8 ng/lO6 cél.
ne células/Tubo = 560.000
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TABLA-II140

Pardmetros de la transformacién de Scatchard en citosol y

células.

Experiencia Citosol Células
0,992 0,984
Exp. I -3,77.10° -3,95.10°6
0,548 0,057
0,978 0,983
Exp. II ~3,35.10"° -7,18.10°°
0,774 0,093
0,974 0,980
Exp. III -2,96.10°° 4,364,108
0,158 0,099
0,984 0,990
Exp. IV -2,66.107° 9,56.10°°
0,106 0,023
0,957 0,991
Exp. V 5,23.107° 21,66.10°
0,476 0,065
0,964 0,986
Exp. VI -1,69.10'5 .1,09.10'5
0,084 0,025
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3.9. ENSAYO-DE RE SOBRE CELULAS OBTENIDAS POR CENTRIFUGACION
EN GRADIENTE DE PERCOLL

Con objeto de estudiar la influencia que la presencia
de otras cé€lulas (hematies, linfocitos, macréfagos y células
uterinas no viables) tiene sobre la cuantificacién final de
la tasa de receptores estrogénicos en células intactas, heme
sometido a comparacién los resultados del ensayo realizado s
bre suspensiones celulares con las que se obtienen cuando es
misma preparacidén celular, se somete a centrifugacién para s
parar las células uterinas viables del resto de elementos ce

lulares acompafiantes.
Los resultados de estas experiencias se muestran en la

tablas III-41 y III-42. La tabla III-43 recoge los pardmetro

de la transformacidén de scatchar de los datos de enlace.
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TABLA III-4]

Ensayo RE sobre células uterinas separadas por centrifuga-

cién en gradiente de Percoll.

Experiencia I

Suspension "Bruta" Suspensidén "Pura"

17pE, - H
ET ENE ET ENE
2.10"7u 13393 5363 4906 2972
10™7m 11294 4018 3752 2364
8.10 10y 8004 3483 3390 2259
5.10" 10 7064 3046 2943 2020
3.10" 10y 5500 2915 2486 1885

Suspensién "Bruta":
n? de células : 1,75.106/ml
DNA = 15,7 ng/10° cel
n? células/tubo 700.000

Suspensién "Pura"
n? células/tubo = 200.000
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TABLA III-42

Ensayo sobre células uterinas separadas por centrifugacioén

en gradiente de Percoll.

Experiencia II

3 Suspension "Bruta" Suspensidén "Pura"
17pE - M
ET ENE ET ENE
2.10"7wM 17755 6752 11551 4382
10" 7u 12046 4340 8207 2839
8.10 1% 10300 3901 7150 2570
5.10" 10y 7275 2950 5158 1912
3.10 10y 5078 2265 3885 1801

Suspensién "Bruta"
n® de células : 1,83.10°
DNA = 8,8 ng/lO6 cel
n? células/tubo 730.000

6 cel/ml

Suspensidon "Pura"
ne células tubo = 350.000
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TABLA III-43

Pardmetros de la transformacién de Scatchard de los

datos de enlace

Experiencia Suspensidén "Bruta" Suspension "Pura"
r = 0,983 r = 0,937
I a = 7,18.10°° -.9,18.10°°
= 0,093 = 0,024
r = 0,980 r = 0,984
1 a = 4,34.10°° a =-5,97.107°
b = 0,099 = 0,076

-140-



3.9 ENSAYO DE RECEPTORES ESTROGENICOS SOBRE CELULAS INTAC-
TAS DE CANCER DE MAMA

La aplicacién de las técnicas de separacién celular -
-accidén enzimdtica accién mecdnica- (apartado 2.3.2), a tro
zos de tejido tumoral mamario nos ha permitido estudiar la -
presencia o ausencia de estrofilina en células intactas pro-
cedentes de cdncer humano como pardmetro indicativo de la -
hormono dependencia tumoral y contrastar los resultados ofre
cidos por este ensayo, con los que se obtienen cuando se aplij
ca la metodologia tradicional del test RE realizado sobre la

fraccidén citosélica del tejido.

Tras la puesta a punto de las técnicas necesarias para
llevar a cabo el andlisis en células y durante el periodo fi-
nal de la realizacidén experimental de este trabajo, hemos te-
nido oportunidad de incluir en el mismo, un total de 8 casos
en los que ambos ensayos se han llevado a cabo simulténeameﬂ
te. Los resultados obtenidos se exponen en las tablas III-45
a III-51,

En 4 casos el rendimiento de la obtencién celular fue
€scaso y el ensayo en c€lulas completas se realizé utilizan-
do un procedimiento similar al de saturacién de un dnico pun

to.
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TABLA III-44

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 1 : D.M.H.

DATOS DE ENLACE : (RE-CITOSOL)
Prot = 6,2 mg/ml
AT ET ENE B F
82437 16033 15831 - -
63590 9827 10633 - -
29624 6268 6616 - -
18301 3586 3893 - -
7878 1947 1742 - -
DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)

Andlisis de un punto dnico.
n? de células : 200.000 cél/Tubo
DNA = 44 ng/Tubo

AT ET ENE B

81844 8701 7950 741




TABLA III-45

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 2 : E.S.M.

DATOS DE ENLACE: (RE-CITOSOL)

Prot = 6,4 mg/ml

AT ET ENE B F
125653 9967 7441 2526 123127
63745 5760 3641 2119 ‘60664
31507 3118 _1815‘ 1303 30284
15859 1694 883 811 15103
8409 904 484 420 7978
4331 510 257 253 4078

DATO0S DE ENLACE : (RE- CELULAS)

Andlisis de un punto dnico
Ne de células : 150.000 cel/Tubo

DNA = 11,7 ng/Tubo
AT £ET ENE B
81844 18907 16160 2747
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TABLA III-46

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 3 : A.H.M,

DATO0S DE ENLACE : (RE-CITOSOL)
Prot = 7,7 mg/ml

AT ET ENE B F
125607 29048 11071 17977 107630
62783 20038 5642 14396 48387
31587 12433 2993 2440 22147
15914 6975 1906 5067 10845

DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)

N2 células = 300.000/tubo

DNA = 20,8 ng/tubo
AT ET ENE B F
214604 36993 29167 7828 206776
109125 19449 13356 6093 103032
60593 11400 7022 4378 56215
29184 6803 3352 2451 26733
17581 4348 2960 1388 16193
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TABLA III-47

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 &, C.A.B.

DATOS DE ENLACE (RE-CITOSOL)

Prot = 5 mg/ml
AT ET ENE B F
204712 19898 19455 443 204269
122949 13065 11409 1656 121293
81838 8268 8863 -- --
40171 Luye 3958 488 39683
22148 3125 2585 540 21608
6676 895 1636 -- --
DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)
N2 células 130.500 cél/Tubo
DNA = 3,75 ng/tubo
AT ET ENE B F
239098 13056 12484 572 238526
134728 7630 7044 586 134142
70913 3211 3213 - 70913
40705 2226 1674 552 40153
20935 1184 1095 89 20846
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TABLA III-48

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 5, A.M.H.

DATOS DE ENLACE : (RE-CITOSOL)

Prot =4,9 mg/ml

AT ET ENE B F
204712 38201 20923 17278 187434
122949 27875 12241 15634 107315

81838 21461 8497 12964 68874

40171 14254 4385 9869 30302
22148 8933 2517 6416 15732
6676 -- 1758 -- --

DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)

Andlisis de un punto dnico.
Ne células : 134.000 cel/Tubo
DNA = 3,4 ng/tubo

AT ET ENE B

224350 19556 12317 7015
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TABLA III-49

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 6 M.Q.T.

DATOS DE ENLACE : (RE-CITOSOL)
Prot = 3,5 mg/ml
AT ET ENE B F
200231 16574 10129 6445 193786
120900 6703 5566 1137 119763
83226 4400 3088 1312 81914
42451 2059 1594 4865 41986
22515 1179 818 361 12506
12867 689 854 - --
DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)

Ne células : 280.000 cel/Tubo

DNA = 7,85 ng/tubo
AT ET ENE B F
310886 44828 37394 7437 303452
162447 27569 21886 5683 156764
83232 13776 10771 3005 80227
56549 8236 7113 1163 55386
39691 5508 5942 - -
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TABLA III-50

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 7, M.L.R.

DATOS DE ENLACE : (RE-CITOSOL)

Prot = 2,5 mg/ml
AT ET ENE B F
197521 8640 6750 1890 195631
118762 5878 4001 1877 116885
83597 4255 2721 1534 82063
43452 2373 1429 94y 42508
23788 1440 698 742 23046
12782 838 350 488 12294
DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)
Ne células : 300.000 cel/tubo
DNA = 7,6 ng/tubo
AT , ET ENE B F
253778 15413 10416 4997 248781
148530 11302 6798 4504 144026
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TABLA III-51

Ensayo RE en cdncer de mama.
CASO N2 8 C.L.R.

DATOS DE ENLACE : (RE-CITOSOL)
Prot = 1,71 mg/ml
AT ET ENE B F
321136 23132 24009 - -
173759 13531 19726 - -
87923 9863 8756 893 87030
62610 4762 6003 - -
21360 2517 2957 - -
11947 1604 1434 170 11777
DATOS DE ENLACE : (RE-CELULAS)
N2 células : 128.000 cel/tubo
DNA = 1,74 ng/tubo
AT ET ENE B F
208464 2893 3013 - -
114170 1508 924 584 113586
91496 1261 1128 133 91363
57497 1112 881 231 57266
37317 509 400 109 37208
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Iv. DISCUSION

4.1. SEPARACION DE CELULAS EN GRADIENTE DE PERCOLL

La preparacion, en medios de ‘cultivo adecuados, de susper
siones celulares procedentes de tejidos o tumores malignos cua:
lesquiera, ha hecho posible el estudio "in vitro" de cierto ndur
ro de propiedades bioldégicas especificas del tejido o tumor en
cuestién. La determinacién del potencial clonogénico de alguno
tumores ( 42, 84 ), el establecimiento de relaciones de depen:
cia entre el nivel de supervivencia celular tumoral y los para
tros bdsicos-dosis/tiempo -de la irradiacién (194) y el andlis
en términos cuantitativos de la accidén de los agentes quimiote
picos en la respuesta tumoral, (187) constituyen algunos de 1lo

ejemplos mds significativos del problema planteado.

El desarrollo de uno u otro tipo de experiencias exige d
dos premisas fundamentales: la disponibilidad de un medio de c
tivo apropiado -agar semis6lido, habitualmente- para el crecix
miento celular, y la obtencién, a partir de espécimen tumoral
lido correspondiente de un nimero suficiente de elementos celu
res viables para asegurar el cultivo. Este Gltimo objetivo sue
conseguirse mediante el recurso a la disgregacién tumoral util
zando procedimientos técnicos distintos entre los que destacan
la separacién mecdnica (187) por un lado y el tratamiento enzi
tico del tejido tumoral por otro (211). Recientemente, Engelho
y cols ( 56) han descrito un método de disgregacion que combin
el caricter mecdnico y enzimdtico de los anteriores y proporci

na un indice de rendimiento celular muy acusado.

Brevemente descrito (234) el procedimiento mecdnico incl
ye la divisién del tumor en pequeiios fragmentos utilizando ti;
ras o bistur{ y el posterior, y repetido, paso forzado de los

trozos obtenidos a través de agujas de inyeccion de didmetro ¢
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creciente (n%: 20,22 y 25). Todas las manipulaciones se reali:
en ambiente estéril (cdmara de flujo laminar) y en medio de ct
tivo suplementado con antibiéticos. Por su parte, los procedi-
mientos enzimdticos incluyen la exposicién del espécimen tumol
a la accidén conjunta de la tripsina, colagenasa y /o) DNAasa a «
versas temperaturas y durante periodos de tiempo también varii

bles ( 56).

En investigacién oncolégica bdsica los estudios de, qui
sensibilidad tumoral, tropiezan con dos érdenes distintos de
ficultad. Por un lado se encuentran los bajos rendimientos qu
ofrecen, en general, los métodos de separacién celular actual
te en uso y por otro, la escasa eficiencia de formacidn de co
nias en agar semisélido de los elementos celulares planteados
( 92). Una de las lineas de trabajo de nuestro grupo ( 77) es
encaminada al desarrollo de una metodologfa apropiada para lo
estudios de quimiosensibilidad y radiosensibilidad tumoral, (
lizando células cultivadas en monocapa) que intenta superar 1
dificulatades anteriormente descritas. Etapa obligada de ese
bajo es la obtencidén de una suspensién monocelular donde el n
ro de células tumorales viables por unidad de volumen de medi
de cultivo, permita el desarrollo posterior de l& experiencia
Nuestras investigaciones, en este sentido, han contribuido a
tandarizar metodoldégicamente los procedimientos de obtencidn
la suspensién de células a partir de trozos de tejido uterinc
gin una técnica cuyas distintas fases pueden ser directamente
utilizadas en casos de tumores s6lidos humanos como hemos poc
demostrar al aplicar nuestro procedimiento a los especimenes
cincer de mama incluidos en este trabajo. Es importante dest:
aquf que, una vez obtenida la suspensidn celular, es posible
tudiar en ella la presencia o ausencia de receptores estrogé
cos (como en este trabajo se expone), la respuesta de las cé
las clonogénicas del tumor a la radiacién o a las drogas (76
profundizar en el conocimiento de las caracterfisticas cinéti
de los tumores humanos, investigando los mecanismos de contr

curacidn de los mismos.



Por otra parte, la heterogeneidad celular de las efusic
nes malignas o de los tumores s6lidos, hace que el andlisis ¢
las capacidades funcionales de los distintos tipos de célula:
sea dificil, si bien las células neopldsicas no viables, los
linfocitos y los macr6fagos, no representan un serio problem:
cuando el cultivo celular se lleva a cabo en agar semi-sélid:
( 85, 86 ) (en este sistema sélo crecen las células nebplé
cas con capacidad clonogénica), es bien cierto que para estu
diar el crecimiento en monocapa o para definir con precision
guna caracteristica funcional de las células tumorales (RE o
en cdncer de mama por ejemplo) la obtencién y purificacidn d
un nuimero adecuado de células resulta esencial. El empleo de
lica coloidal recubierta de povidona (Percoll), como agente
paz de formar medios con diferente densidad, ha sido ampliam
te utilizado en la separacién de células hematopoyéticas (18

188). Mds recientemente se han podido separar células malig
derivadas de tumores experimentales ( 82) y de tumores human
( 83) de células no neopldsicas, utilizando la centrifugacié
en Percoll. Debido a su baja osmolaridad, los gradientes de
coll pueden ser fdcilmente ajustados a los niveles fisioldgi
utilizando medios de cultivo simples (HANK'S o HBSS), de for
tal que las células "vivas" mantienen su integridad mofrofur

nal tras la centrifugacion.

En nuestra experiencia, la utilizacidén de un gradiente
discontinuo de Percoll permite la separacién de células ute:
nas "vivas" de c€lulas no viables o de otros elementos celu.
res (hematies, linfocitos y macréfagos) presentes en la sus)
sién celular (apartado 3.1, tablas III-1 a 1II1-3). Las cara
risticas funcionales de las mismas, al menos en lo que a su
pacidad de captacién especifica del estradiol se refiere re

tan igualmente, inmodificadas.

£1 método de preparacion de la suspensién monocelular

se describe en este trabajo, es el resultado de una larga s
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de experiencias en las que sucesivamente se fueron modificando
las condiciones experimentales (concentracién de enzimas, tem-
peratura y tiempo de incubacién, velocidad y método de agita--
cién, combinacién de la disgregacién mecdnica tras la accién -
enzimidtica, etc) hasta conseguir que la viabilidad -evaluada -
por exclusidén de azul Tripan- y el rendimiento celular -medido
en funcién del nimero de células obtenido por gramo de tefido
disgregado- alcanzaron, un 6ptimo nivel. As{i aplicando nuestra
metodologia, la viabilidad celular, para tejido uterino, ha si
do siempre superior al 90% y el rendimiento se ha situado en -

tormo a 2-4.107 cél/dtero.

Desde un punto de vista exclusivamente metodolégico, cre
emos que las modificaciones introducidas en la disgregacion me
cdnica del tejido (utilizacién de puntas de pldstico desecha--
bles para pipetas automaticas, en lugar de agujas de inyeccién)
y en las condiciones de temperatura (372C), tiempo (2 horas),
agitacién continua en movimientos de vaivén (120 ciclos/min) vy
concentracién de enzimas (colagenasa 0,2% y DNAasa 0,02%) ga--
rantizan la obtencién de una suspensién monocelular adecuada a

cualquier tipo de investigacién sobre células intactas.

Por otra parte, conocidos previamente (72 ) los efectos
de la composicidén de los tampones en los que se lleva a cabo -
la disgregacién celular sobre éste mismo proceso parece apro--
piado destacar aqui el papel que la concentracién de los iones
Ca y Mg ejercen tanto sobre el rendimiento y la viabilidad
celular como sobre los cambios en el pH, la osmolaridad o la -
presencia de nutrientes en el medio. En este sentido, la pre--
sencia de Ca o Mg (fundamentalmente del primero) ocasiona
una disminucién importante del rendimiento celular (72 ) y por
ello en todas las experiencias que hemos llevado a cabo en el
curso del presente trabajo el medio de reaccién no contuvo cal
cio ni magnesio y tanto el pH como la osmolaridad se ajustaron

a niveles fisioldgicos.
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4.2. REPRODUCTIBILIDAD DEL ENSAYO RE EN CITOSOL

La presentacidén de los resultados del ensayo de RE en ¢
tosol se realiza, por la mayor parte de los laboratorios que
tienen en desarrollo, en forma de representacion de Scatchard
ajustando, por el procedimiento de minimos cuadrados, los pun
tos experimentales a una linea recta de la que es posible ded
cir la maxima capacidad de enlace (BMax)' a partir de la inte
seccién de la recta con el eje de abcisas, y la constante de
asociacidén (o disociaciodn: Kd) del complejo RE formado utiliz

do la pendiente y la ordenada en el origen,

La necesidad de un control de calidad interno (véase ap
tado 1.7.1) para contrastar la fiabilidad de los resultados q
el laboratorio suministra al clinico, nos ha llevado a la rea
zacién de una serie de experiencias, utilizando como material
bioldgico citosol de Utero de vaca, Yy eligiendo como niveles
concentracion de proteina receptora; aquellos que en los trat
jos de Koenders (131, 132) arrojan unos resultados mds disper
sos. F1 tratamiento de los datos de ‘enlace (Tablas III-4 a 11
-11) de acuerdo con la transformacién de scatchard se ofrece
forma grafica en las figuras 4-1 a 4-4 y en forma numérica er

las Tablas IV-1 a 1IvV-4.
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TABLA IvV-1

Reproductibilidad del ensayo RE en citosol. (Muestra A)

BMax Kd.lO10
Exp (fmol/mgqg) (M/1) r
I 245 5,1 0,987
I1 222 3,7 0,906
111 216 3,5 0,947
IV 248 4,9 0,948
\% 232 4.2 0,894

TABLA IV-2

Reproductibilidad del ensayo RE en citosol (Muestra B:grupo 1

B Kd.lOlO
Max

Exp (fmol/mg) (M/1) r
I 82 6,3 0,904
11 49 6,0 0,988
I11 55 4,3 0,924
1v 48 6,0 0,909
\" 60 8,2 0,894
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TABLA Iv-

Reproductibilidad del ensayo RE en citosol (Muestra B:grupo 2

BMax Kd.lOlO
Exp f(mol/mg) (M/1) r
I 50 4,2 0,949
II 43 3,1 0,914
I11 40 3,2 0,935
IV 35 2,8 0,838
\ 39 3,0 0,925

TABLA 1IV-4

Reproductibilidad del ensayo RE en ¢itosol (Muestra B:grupo 3

BMax Kd.lOlO
Exp f(mol/mg) (M/1) r
1 50 5,4 0,901
I1 50 6,0 0,912
I1I 57 8,5 0,918
IV 52 6,5 0,937
v 51 8,3 0,996
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Los valores de la media, desviacion estandard y coefi-
ciente de variacidén para cada uno de los grupos de experien-

cias realizados figuran en la tabla IV-5.

TABLA IV-5

Reproductibilidad del ensayo RE parametros de tendencia centr:

A DS Ccv
Ma 232 14 6%
Muestra A X 10
Kd.1l0 4,3 0,7 16%
Muestra Bl BMax 59 14 24%
Kd.101° 6,2 1,4 23%
Muestra B2 BMax 41 6 15%
Kd.10L0 3,3 0,6 18%
Muestra B BMax »2 3 6%
3 10

Kd .10 6,9 1,4 20%
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Del andlisis de la Tabla anterior resulta fdcil deducir
que el coeficiente de variacidon intraensayo para muestras de
concentraciéon de RE situadas en un rango medio o bajo (segin
la terminologia de Koenders (131’ 132)) puede alcanzar nive--
les de hasta el 24%, tanto para la capacidad mdxima de enlace
como para la constante de disociacion del proceso. Estas ci--
fras coinciden con las publicadas por otros autores y deben -
ser consideradas como una limitacidn del ensayo, en cuanto a
la precisién que el valor cuantitativo de la tasa de Recepto-
res Estrogénico proporciona, limitacidén que resulta especial-
mente importante para el establecimiento del umbral de dedi--
sién entre positividad o negatividad del andlisis, y que obli
ga a definir una zona ambigqua (RE(+)/RE(-)) mds o menos amplia
segin los laboratorios. De acuerdo con las experiencias de -
otros grupos de trabajo y considerando nuestros propios resul
tados, una paciente afecta de cancer de mama tendra un resul-
tado "inequivocamente" negativo cuando la cuantificacidn de -
RE en el citosol procedente del tumor sea inferior a 5 fmol/mg
de proteina e "inequivocamente" positivo cuando el valor para
BMax sea superior a 10 fmol/mg. Entre S y 10 fmol/mg se inclg
yen los casos en los que el resultado (+) o (-) del ensayo no

puede afirmarse con certeza.

Por otra parte teniendo en cuenta que el citosol "B" -
fué preparado a partir del "A" por dilucidén 1/4, es posible -
efectuar una comparacidn estadistica entre los valores medios
de la tasa de RE cuantificada en cada uno de los subgrupos B

Yy entre estos y el grupo citosol A.

La tabla Iv-6 ofrece los resultados de estas comparacio
nes estadisticas realizadas tras la aplicacién del test de -

Cochran para muestras pequefas.

.



TABLA IV-6

Comparaciones estadisticas entre resultados medios.

Grupos Parametro texp. p.
B 2,64 0,05
Bl - 82 Max
Kd 4,26 0,01
0, - 8, By s 1,09 0,30 N.S.
Kd 0,79 0,50 N.S.
5, - B, Byyax 3,66 0,01
Kd 5,28 0,01

Al analizar los resultados de la tabla IV-6 es fdcil ad-
vertir que las comparaciones entre los subgrupos Bl—B2 y BITBB
son demostrativas de la existencia de diferencias significati-
vas entre los valores medios de la capacidad mdxima de enlace

(8
Max
rencias carecen de significacidén estadistica cuando los grupos

) y constante de disociacién (Kd). Sin embargo las dife--

comparados son Bl y B Al revisar los resultados pudimos ad--

vertir que las alicuozas de citosol etiquetadas como 82 fueron
las Gltimas muestras que se procesaron y que entre la cuantifi
cacidén de RE en citosol A, Bl y 83 existié un intervalo de - -
tiempo de 48 horas mientras que entre B3 y BZ’ el intervalo -
fué de una semana. Si bien la muestra, una vez preparado el ci
tosol, fué almacenada en congelador a -60°C, no se puede ex- -
cluir una degradacién parcial del receptor consecuencia de la

cual fuese la reduccidén del ndmero de sitios de unidon para el

l7pE?.



Sabemos, por otra parte, que en el intento de incrementar
la exactitud del test RE, como criterio discriminante en la se-
leccién de enfermas para terapia endocrina, no s6lo la presen--
cia de proteina RE sino también su nivel cuantitativo, ha adqui
rido importancia en los Gltimos afos (186). La investigacién -
bioquimica de la proteina estrofilina llevé en 1.978 a descri--
bir la presencia de un segundo sitio de enlace para el estradiol
en citosol de dtero de rata (32 ). Este segundo sitio de uniodn,
llamado "Receptor Tipo II", ha sido demostrado también en cito-
sol procedente de cdncer de mama (185) y aunque su afinidad para
el 17P E2 es algo mds reducida que la del "Receptor Tipo I" po
see una elevada capacidad de enlace con la hormona. La demostra
cién de este receptor "tipo II" es posible cuando se utilizan -
altas concentraciones de hormona marcada. En esta situacion 1la
transformacién de Scatchard para los datos de enlace RE muestra
la presencia de los dos componentes (receptor tipo I y receptor
tipo II) que pueden ser identificados, en la representacion gré
fica, con cada una de la rectas que aparecen en la misma (figu-
ra 5.5). Aunque en el trabajo de Pankg y col (185) se sugiere -
que el receptor tipo II pueda ser parte del mecanismo que media
la accidén estrogénica o resultado de esta accién investigacio--
nes anteriores de nuestro grupo (58,59) han demostrado que am--
bas proteinas pueden ser consideradas como formas poliméricas -
de una cadena elemental de 30.000 dalton de peso molecular. Si
bien entre el dimero (Receptor tipo II, coeficiente de sedimen-
tacién 4S) y el tetramero (Receptor tipo I, coeficiente de sedi
mentacién 8S) existe una situacion de equilibrio, ésta puede --
ser f4cilmente alterada por las condiciones de temperatura, - -
tiempo, fuerza idnica, presencia o ausencia de inhibidores o ac
tivadores enzimaticos, etc., en que se¢ realiza el ensayo. En -
nuestra opinién, y teniendo en cuenta que el sistema biolégico
constituido por el citosol, dista mucho de ser representativo -
de los mecanismos de respuesta en células intactas a la accioén
de las hormonas esteroideas, ¢stos hallazgos deben ser conside-

rados mas como artefactos propios del ensayo "in vitro" que co-
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mo proteinas distintas de cuya existencia puedan extraerse con-
ceptos extrapolables a la bioquimica celular primero y a la on«

cologia clinica después.

Los razonamientos anteriores nos han inducido, en este -
trabajo, a elegir como rango de concentraciones de 17pE2, aquel
que se ajustase me jor a la primera porcién lineal de la trans--
formacién de Scatchard, ignorando, voluntariamente, la presen--
cia del segundo receptor como, por otra parte, la degradacion -
del receptor en funcidn del tiempo (59), origina, a partir de -
las formas de alto peso molecular (octamérica y tetramérica), -
la forma molecular dimera y ésta proteina (receptor tipo II) no
es susceptible de cuantificacidén en las condiciones experimenta
les en las que hemos realizado los ensayos, he aqui una explica
cién posible al descenso en la tasa de RE observada en el cito-
sol del grupo 82 respecto a los grupos 8l o 83. Fsto quiere de-
cir que aldn en condiciones de congelacién del citosol a -60°C,
la degradacién del receptor estrogénico hacia formas de mds ba-
jo peso molecular, ocasiona un descenso del namero de sitios de
enlace cuantificados en la muestra cuando, como procedimiento -
de andlisis de los datos de enlace, se utiliza la transformacion
de Scatchard y se ajusta el nivel de concentracion del 17F>E2 al

9 y 3.1070m.

rango comprendido entre 2.10°

Hemos sometido también a critica los métodos de tratamien
to matemdtico de los datos de enlace -(enlace total y enlace no
especifico)- comparando los resultados que arroja la transforma
cién de Scatchard con los que ofrece la aplicacion de la ecua-
cién doble reciproca de lineweaver-Burk. La tabla 1V-7 recoge,
resumidamente, los valores de la capacidad de enlace mdxima - -
(BMax)’ en fmol/mg de proteina citosdlica, y el coeficiente de
correlacién lineal (r) correspondiente al ajuste, por minimos -
cuadrados, de los puntos experimentales a la ecuacion:

Lok L

B HHax [ HMd\

oS -



TABLA IV-7

Tratamiento de los datos de enlace de acuerdo con la transfor-

macién doble-reciproca.

Ensayo Grupo Bl Grupo 82 " Grupo 83
B8
I Max 62 50 48
r 0,988 0,974 0,976
Buma 39 43 54
II X
r 0,954 0,970 0,975
BM 53 41 64
11 ex
r 0,989 0,971 0,981
By 48 34 49
IV ax
r 0,975 0,934 0,987
B
v Max 62 39 58
r 0,988 0,969 0,998
Cl : BMax = 52,8 10 fmol/mg
G, : BMax - 41,4 6 fmol/mg
C3 : BMax = 54,8 7 fmol/mg
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Fl andlisis de estos datos es demostrativo de dos he--

chos:

1. E1 valor de la mixima capacidad de unidén del estradiol
al citosol puede ser deducido por uno u otro procedimiento vy
las diferencias encontradas, cuando el tratamiento de datos
se hace por la transformacién de Scatchard o por la de Line=~

weaver-Burk, carecen de significacidn estadistica.

2. No obstante lo anterior, el coeficiente de correlaciodn
encontrado al aplicar el segundo procedimiento es mds alto -
que el que resulta de ajustar los puntos experimentales a la
ecuacién de Scatchard y, efectivamente, estas diferencias en
lo que al valor medio de los coeficientes de correlacion en-
contrados se refiere, son estadisticamente significativas -
(Tabla IV-8).

TABLA IV-8

Coeficiente de correlacidén medios.

Scatchard Doble-reciproca
8 M : 0,924 M : 0,979
1 DS ¢ 0,037 ps : 0,015
B M : 0,912 M : 0,964
2 ps : 0,043 DS : 0,017
B8 M : 0,933 M : 0,983
3 ps : 0,038 DS : 0,010

Comparaciones estadisticas (test de Cochran):

Grupo B1 : Lexp = 3,06 ; p 0,02

. - p . 5
Grupo 82 : Loxp = 2,52 53 p 0,05
Grupo B ot = 2,85 5 p 0,05

3 exp
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Los anteriores resultados ponen de manifiesto que si -
bien el procedimiento de Scatchard es el mas ampliamente uti
lizado en el estudio de la capacidad de enlace de una hormo-
na a su receptor especifico, no es el modelo matemdtico que
mejor se aproxima a los datos experimentales como, por otra

parte, ha sido ya comunicado por distintos autores (113).

Los coeficientes de variacién inter-ensayo, tanto para

el pardmetro Byax COMO para la Kd del proceso (Tabla IV-9),

TABLA IV-9

Coeficientes de variacién inter-ensayo

BMax Kd
= -10
M=51 fmol/ml M:5,8.10 M/1
DS=11 DS:Z,l.lO-lO
Cv=22% Cv=35,4

no difieren de los encontrados por otros autores y confirman
los problemas de reproductibilidad y, por tanto de precisiodn

que afectan al método de ensayo.

Al analizar, por Gltimo, los resultados de cuantifica--
cién de receptores estrogénicos en el citosol A, encontramos
que para ese rango de concentracién (230 fmol/mg) el coefli-
ciente de variacién intraensayo cs Gptimo (CV = 6%, tabla 1V-

-9) y que, aproximadamente, los valores de HMax en los citoso
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les B1 y 83, resultan ser la cuarta parte del nivel de RE en-
contrado en A. Hemos de hacer notar que las modificaciones en
la constante de disociacidon, cuando la muestra de citosol se

diluye: 4,3.10—10M/1 para citosol Ay 6,2 vy 6,9.10-10 M/1 pa-
ra citosol Bl y 83 estdn de acuerdo con la correlacidén inver-
sa entre Kd y concentracién de proteinas citosélicas descrita
por Poulsen (190). En efecto, la comparacién estadistica en--
tre los grupos A - B1 y A - 83 demuestran que el valor medio

de la Kd encontrada para el citosol diluido es mds alto, -y -
esta diferencia es estadisticamente cierta- que el valor de -

este mismo pardmetro encontrado en citosol A (no diluido).

Por otra parte en el citosol 82 la degradacidn de la ma
cromolécula hacia formas de mds bajo peso molecular dotadas -
de menor afinidad por el l7pE2, interfiere, a través de un me
canismo distinto al de dilucidn, con la constante de asocia--
cién/disociacién del complejo R-E. Sabemos en efecto, que los
receptores de estrdégenos y, presumiblemente, otras macromolé€ -
culas receptoras para hormonas esteroideas, son susceptibles
de degradacién por las proteasas endogenas durante los proce-
sos de manipulacidén del trozo de tejido (almacenamiento, ob.-
tencidén del citosol, incubacidn con el l7pE2—3H, etc). Ello -
conduce a la presencia de heterogeneidad en las formas molecu
lares de la proteina citosdélica que dificulta de manera impor
tante las aplicaciones bdsicas y clinicas derivadas de su de-
terminacién. La forma molecular mds pequena identificada por
ultracentrifugacidn en gradiente de densidad (coeficiente de
sedimentacién 3S), denominada meroreceptor por Sherman (207),
debe corresponder con la forma monomérica de 1la proteina es--
trofilina identificada por Expdsito y col (59). Esta forma mo
lecular predomina cuando el ensayo se realiza en condiciones
en las que la accidén de los enzimas proteoliticos enddgenos -
resulta favorecida (ausencia de inhibidores enzimdticos, lar-
go tiempo de incubacién y alta fuerza idnica del medio) y pre

senta menor afinidad por cl l7p[2. Otras formas moleculares,
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probablemente péptidos fragmentarios de ésta cadena elemental
de la proteina, que conservan el sitio dc unidn para el estra
diol pero cuya afinidad es muy baja (peso molecular aparente

19.000 y 20.000 dalton), pueden ser identificadas por técni--
cas de gel filtracidén (59). Es evidente que en las condicio--
nes bajo las cuales se ha realizado, en este trabajo el ensa-
yo RE, la influencia de las moléculas descritas sobre la cons
tante de disociacién encontrada, es (o puede ser considerada)
minima y, por ello, el valor obtenido para Kd debe, predomi--
nantemente, corresponder al proceso de enlace del 17]3E2 con -

el receptor tipo I.

Asi, la degradacidn del receptor por un lado y la dilu-
cién del citosol junto con la modificacién consiguiente del -
equilibrio entre formas moleculares, por otro, parecen ser -
los factores explicativos de las diferencias existentes entre
los valores medios de la constante de disociacidn encontrada
para el enlace Estradiol-Receptor en el citosol A, respecto a

la que resulta de los ensayos realizados sobre citosol BZ'

4.3. CINETICA DE LA CAPTACION INTRACELULAR DEL ESTRADIOL

La fiqura 4.6 refleja la evolucién en el tiempo de 1los
niveles de 17ﬁE2—3H enlazados especificamente al receptor es-
trogénico, utilizando como material biolégico células intac--
tas de Gtero de conejo. Las experiencias llevadas a cabo a --
dos temperaturas diferentes (02 y 379C), sobre ja misma sus--
pensién celular ponen de manifiesto la existencia de un pro-
ceso de captacién especifica muy rdpido que alcanza su valor
midximo a los 20 minutos para T = 37 °C y a los 10 minutos pa-
ra T = 0°C. A partir de este instante, la cantidad de hormona
marcada enlazada a la proteina receptora, desciende con rapi-

dez sorprendente cuando nuestros resultados se comparan con -
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los encontrados por Miiller y Wotiz (173) en cé€lulas de ltero
de rata. [n efecto, de los resultados de estos autores (173)
se deduce que si bien el fendmeno que podia denominarse como
de"pérdida" del receptor tiene una existencia real, la propor
cién de esta pérdida es del orden del 17% por hora, cifra cla
ramente inferior a la encontrada por nosotros (~ 40% en 40 mi
nutos a la temperatura de 37 2C y cercano al 90% en 50 minu--
tos para la experiencia realizada a 02C). El decrecimiento de
la capacidad de enlace de las células para el estrégeno, no -
puede ser achacado, exclusivamente, a pérdidas en la viabili-
dad celular, puesto que el ensayo con azul tripan, realizado
antes y después de la incubacidn con 17pE,, demuestra que la
viabilidad de las células a 02C no se modifica, aunque a la -
temperatura de 37 °C y en ausencia de condiciones de esterili
dad la muerte celular y la inactivacidn consiguiente del re--

ceptor, pueda explicar parcialmente este hecho.

Por otra parte Horwitz Y McGuire (93,94,95, 96 ) han
descrito un descenso de la capacidad de enlace para el 17[5E2
por las células MCF-7 (linea celular de cdncer de mama hormo-
nodependiente) que resulta ser funcidn del tiempo y que, al
cabo de 3-5 horas de exposicién al estradiol, reduce en un -
70% el nimero de sitios de enlace posibles. Este fendmeno que
no se acompaiia de una reaparicién del receptor en el citoplas
ma ha sido denominada "Processing". La "transformacion" del -
receptor llega a ser completa en, aproximadamente, 5 horas al
cabo de las cuales, se alcanza un nuevo estado de equilibrio
para la concentracidn del receptor. Este acontecimiento intra
‘celular que sigue a la asociacidn de los esteroides con las -
proteinas receptoras. carece hoy dia de explicacién. De acuer
do con la hipdtesis de Kasid (111) la magnitud de la pérdida
del receptor no es un pre-requisito para la accidén hormonal -
del estradiol, al menos en lo que a induccidn del receptor de
progesterona se refiere. Se ha sugerido incluso (150) que el

proceso de transformacién se acompafna de una pérdida real del
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estréogeno enlazado en los locus menos especificos, hecho que -
podria ser compatible con los enlaces de baja afinidad entre -
el 175E2 y el receptor tipo II o con los enlaces entre el es--
trégeno y determinadas estructuras subcelulares tales como la

membrana nuclear, la cromatina o el DNA. Por otra parte la mag
nitud de la pérdida de enlaces resulta dependiente de variados
factores entre los que se incluyen la "densidad" celular (N2 -
de células por unidad de volumen o de superficie) y la presen-
cia o ausencia de insulina y medio condicionado por el creci--
miento de células (150). Asi, a baja densidad y en ausencia de
estos factores, la magnitud de la pérdida de sitios de unién,

oscila entre un 45 y un 72%, para la linea celular MCF-7 (1l1l1l)
cifra que resulta préxima a la encontrada por nosolros a la --
temperatura de 02C. E1 hecho de que el "processing" ocurra, y

quizds mds intensamente, a baja temperatura apoya la hipétesis
de Kasid (111) y contradice la teorfa de McGuire (156) en vir-
tud de la cual resultan dependientes del citado mecanismo, en

pacientes afectos de cdncer de mama humano, tanto la estimula-

cién estrogénica como los efectos antiestrogénicos.

Se ha postulado, también, que la "transformacidén" del re
ceptor puede depender de la ruptura proteolitica de una parte
de la macromolécula receptora con degradacidén del locus de - -
unién para el estrégeno (156) y puesto que la concentracidn de
receptor es determinante de la sensibilidad celular a los es--
trégenos y a los antiestrdgenos, las alteraciones que afecten
a la velocidad de sintesis o degradacidn de estas especies prg
téicas, podrian modificar la respuesta celular a las hormonas
estrogénicas. Se sabe, a este respecto, que la velocidad de --
sintesis y de deqradacion del receptor es muy elevada (255) vy,
por ello, su concentracién intracelular, en equilibrio dindmi-
co, puede ser rapidamente ajustada tras acciones que modifi- -
quen, en uno u otro sentido, su nivel de concentracidén. E1 - -
tiempo medio de degradacién del RE en células MCF-7 resulta -
préximo a 4 horas (255), pero en presencia de estradiol, el -

tiempo necesario para reducir a 1la mitad la cantidad de RE pre
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sente en la célula, se acorta significativamente ( tl/%’ 3 ho-
ras) (225). Por el contrario, los antiestrégenos Nafoxidine y
c1628, no afectan a la velocidad de degradacion del receptor.
La sintesis del RE es, asi mismo rdpida y se ha estimado que -
en células control la constante de velocidad del proceso es -
0,48 0,10 pmol/mg DNA.h (225). De esta manera, el acortamien-

to del t1/2
ser relacionado con el "processing" de esta macromolécula. El

de degradacién del RE en presencia de 17 E, puede
2

rdpido turnover intracelular del RE dota a la célula de un me-
canismo mediante el cual los niveles de receptor y la sensibi-
lidad celular a los estrdgenos pueden ser rdpida, y finamente

ajustados. Una evidencia que apoya la afirmacién anterior deri
va del hecho de que cuando a las células se las cambia el me--
dio nutriente para eliminar el estradiol y se las mantiene en

cultivo, recuperan en breve plazo (4-6 dias segin datos de Hor
witz (96)) el nivel de RE que posefan con anterioridad a la ex

posicidn al 17PE2.

Parece por ello que en los tejidos hormono dependientes
entre concentracidn de E2 y nivel de RE intracelulares, éxiste
una relacidén inversa y que el estado de equilibrio para la pro
teina es dosis estradiol dependiente. Por Gltimo la proporcidn
y la rapidez con que ocurre el fendmeno de "transformacién o -
processing" del receptor, resulta también funcidén de la propia
naturaleza del material bioldégico utilizado para su estudio -

(223).
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4.4. CINETICA DL EHMTRADA DEL ESTRADIOL tM LA CELULA

Estd generalmente aceptado que la entrada de los estroge -
nos en las células de los tejidos "blanco" ocurre por difusidn
pasiva y que el enlace al receptor intracelular especifico es
el primer acontecimiento que inicia la accidn estrogénica. Sin
embargo ciertas experiencias (171. 225) han sugerido la exis--
tencia de una proteina transportadora que interviene en el pro
ceso de entrada intracelular del estradiol. Por otra parte, -
técnicas de inmunofluorescencia han demostrado la presencia de
globulina enlazante de las hormonas sexuales (sex hormone bin-
ding globulin : SHBG) en tejidos del tracto reproductor y en -
células MCF-7 expuestas a la SHBG in vitro ( l4). Estos hallaz
gos han conducido a la idea de que las proteinas plasmiticas -
juegan algdn papel en el transporte de estrogenos y otras hor-
monas esteroideas al interior de la célula. E1l cardcter de pro
ceso activo para este fendmeno es, no obstante, de dificil es-

tablecimiento y asunciédn.

En efecto, los esteroides se acumulan en el interior de

las c€lulas muy rdpidamente e, incluso a bajas temperaturas,

la fase lineal de su captacidén dura sélo unos segundos (70 )
(193). Por ello, el disefio de experimentos adecuados para el -
estudio de la velocidad inicial del proceso presenta ciertas -
dificultades. Se conoce ademds, que el transporte de iones y -
de nutrientes, la funcidén de los receptores de membrana y la -
actividad de las proteinas enzimdticas, resultan afectados por
la fluidez de la capa lipidica de la membrana, la cual respon-
de sensiblemente a los cambios de temperatura, (193). Ha surgi
do de aqui la hipdtesis de que los procesos de transporte me--
diados por proteinas pueden ser comparados con las reacciones

biolégicas cuya energia de activacidén se situa entre 42 y 84

KJ/mol (193) vy comoquiera que este tipo de transporte exhibe

discontinuidad en la representacion de Arrhenius se ha pensado
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que experiencias realizadas + distintas temperaturas, pueden
servir para diferenciar entre captacion mediada y difusién si

ple.

Para investigar la naturaleza de este fendmeno hemos es
tudiado la velocidad de formacion del complejo RE a distintas
temperaturas (apartado 3.3.2) (Figura 4.7). Se supone que la
formacidén del complejo RE no es factor limitante de la veloci
dad (174). Como aparece claramente reflejado en la figura 4.7
la incorporacidn intracelular del 17 E2 muestra una marcada
pendencia respecto de la temperatura a la que se realiza el e
sayo. La sustraccidén de los enlaces no especificos de la cant
dad total de hormona radiactiva enlazada a la célula represen
ta la actividad especificamente enlazada al receptor (figura
4,8). La pendiente inicial de esas curvas, deducida por aprox
macidn de las diferencias ET-ENE a una linea recta entre los
tiempos 0 y 60 sequndos, representa la velocidad inicial del
proceso de incorporac ién intracelular del estradiol (138). L
tabla IV-10 recoge los pardmetros del ajuste de los puntos ex

perimentales a una recta para el intervalo de tiempo descrito

y para cada una de las temperaturas ensayadas.

La representacidén de los logaritmos de las velocidades
iniciales de la reaccidn en funcidon de la inversa de la tempe
ratura (QK-l), permite deducir la energia de activacion del -
proceso (figura 5.9). E1l ajuste por minimos cuadrados de los
datos de la tabla IV-10 a la ecuacidn K= A e_Ea/RT ofrece el
valor de los pardametros A (factor pre-exponencial o factor de
Arrhenius) vy Ea (Energia de activacion), que, para la entrada
del 17 E, en las células uterinas de conejo han resultado se

2
A = 20,8 vy £, =79 Kcal/mol.

El valor obtenido para Ea es equivalente al encontrado
por otros autores utilizando, como modelo de tejido hormonode
pendiente, cé€lulas aisladas de Udtero de rata (144,174) y cito

sol de dtero de rata (174, 179)- es indicativo de que la entr
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TABLA IV-10

parametros del ajuste de la porcién lineal de la entrada intra-

celular del estradiol.

T a b r
5¢ 93,0 510 0,986
10eC 120,0 1.308 0,994
15¢C 143,4 2.118 0,994
20¢eC 186,0 2.640 0,996
30¢C 354,6 3.804 0,991

da del estradiol a la célula, tiene lugar por difusidén pasiva -
lo que quiere decir que no existe ninguna proteina o receptor -
de membrana involucrado en el proceso de transporte. A esta mis
ma conclusién se puede llegar de una manera aproximada, al ob--
servar la linealidad del ajuste de los puntos experimentales a

la ecuacién de Arrhenius (193 ). La energia necesaria para que -
las moléculas de la hormona estrogénica penetren éen la célula,

es tan baja que puede ser suministrada por el "ambiente" en el

que el proceso de transferencia se realiza. La membrana no regu
la, por ello, la captacién intracelular del estradiol. Muy re--
cientemente De Ryck y col (51 ) utilizando una complicada meto-
dologia, demuestran también que tanto el estradiol como la es--
trona, penetran en células HEC-50 (derivadas de un adenocarcino

ma de endometrio € 219)) mediante un proceso de difusion simple.

Un andlisis mds detenido dec las figuras 4.7 y 4.8 pone de
manifiesto que tran un periodo de crecimiento rapido de la acti
vidad especificamente enlazada en el interior de la célula, la

velocidad de captacion intracelular del estradiol disminuye y -
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los puntos experimentales parecen aproximarse, a partir de los
primeros 60 segundos, a una linea recta. Este fendmeno podria
indicar que la velocidad de incorporacidén de la hormona marca-
da, resulta limitada por un segundo fendémeno distinto al de di
fusién. Este segundo proceso sdlo puede, evidentemente, ser la
formacién del complejo R-E que parece mostrar una cinética de
orden cero respecto al tiempo (la velocidad de formacién de RE
es independiente del tiempo para el nivel de concentracion de
estrégeno utilizado en este trabajo). Si la velocidad de forma
cién del RE es constante, la representacidon de los logaritmos
de la pendiente de cada una de las rectas representativas de -
la cinética, en funcidén de la inversa de la temperatura absolu
ta (ley de Arrhenius) nos permitird deducir el valor de la - -
energia de activacidén del proceso de enlace entre el estradiol
y la macromolécula receptora. Los datos del ajuste estadistico
a una linea recta de los puntos finales correspondientes al en
lace especifico encontrado para cada valor de { (periodo de -
tiempo comprendido entre 60 y 180 segundos) se recojen en la -

tabla IV-11.

La representad¢ién del logaritmo neperiano de la constan-
te de velocidad (pendiente) respecto a la inversa de la tempe-
ratura absoluta (figura 5.10) permite el cdlculo de la energia
de activacién necesaria para que el proceso de enlace entre el
estradiol y el receptor tenga lugar. Los parametros encontra--

dos para la ecuacidén de Arrhenius son:

A = 12,59; Ea = 5,2 Kcal/mol

y, nuevamente, el valor de la energia de activacion necesaria
para que el enlace entre el receptor y el estradiol tenga lu--
gar, demuestra que el proceso ocurre sin que medie ningun meca

nismo enzimdtico que requiera aporte energético.

Podemos, ahora, descomponer la primera porcion de la cur

va experimental para deducir el componente de velocidad que re
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TABLA IV-11

Aproximacién de la zona lineal de las curvas de captacidn es-

pecifica del 17pk,.

Temperatura a b r
5 ¢C 23,1 3.420 0,994
10 ¢C 29,1 5.124 0,998
15 ¢C 34,5 5.955 0,998
20 oC 45,6 7.695 0,997
30 eC 48,0 16.246 0,995
a = pendiente

ordenada en el origen

coeficiente de correlacion lineal

]
1]

fleja, exclusivamente, la entrada del estradiol en la célula. -
Para ello se resta del valor del enlace especifico experimental
mente determinado, la cantidad te6rica de complejo RE formado -
en cada instante de tiempo. Ejemplos graficos de este razona- -
miento se muestran en las figuras 5.11 a 5.15. En ellas, I co--
rresponde a los datos de enlace especifico encontrados para ca-
da temperatura; Il representa la velocidad de formacion del com
plejo y I1I (diferencia entre I vy I1) podria interpretarse como
el proceso de difusidn del estradiol al interior de la célula,

fenémeno que alcanza ,tedricamente, un valor de saturacién, co-
rrespondiente al equilibrio de concentracidén -intra y extra-ce-
lular- entre los constituyentes del medio (células y disolucién
ts evidente que, sicndo las cé€lulas uterinas un sistema bioldgi

co "vivo", e iniciandose, tras la entrada del 17pt,, una seric
(O
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de acontecimientos bioquimicos, uno de los cuales es el que -
conduce a la formacién del R-E, ésta situacién no resulta ob-
servable a causa del continuo desplazamiento de las moléculas
difundidas al espacio intracelular hacia la formacién del com
plejo y la perturbacién consiguiente del estado de equilibrio
de la difusién pasiva del estrégeno tritiado. Sin embargo, me
diante la descomposicidon de la curva experimental en dos com-
ponentes, es posible aproximarse al conocimiento del fendmeno
considerado. Las constantes de equilibrio del reparto de es--
tradiol entre la disolucién y las células pueden ser facilmen
te deducidas teniendo en cuenta la actividad especificamente

enlazada y la actividad total puesta. Asi para cada temperatu

ra los valores de la K de equilibrio son (Tabla Iv-12)y la re

TABLA Iv-12

Constantes de equilibrio de la distribucién intra y extracelu-

lar del 17P EZ'

T K

5 0,0280
10 0,0401
15 0,0531
20 0,0647
30 0,1468

presentacién grafica del logaritmo neperiano de K en funcion -
de la inversa de la temperatura absoluta demuestra que la en--
talpfa del proceso permanece constante para el rango de tempe-

raturas estudiado (figura &4.16). La difusioén intracelular del

-1ve-



VARIACION DE Keq EN FUNCION DE LA
TEMPERATURA.

Keq

r = 0'991

-14
AH® = {1 Kcal /7 mol

AS = 32 cal/ mol °K

-4 .‘E
3'3 3'q 3's 3's

(1/T) 103 (°K™Y

FIGURA.-4 .16




estradiol resulta ser, en consecuencia, un proceso endotérmico
(AH = 11 Kcal/mol y AS es igual a 32 cal/mol%k) cuya velocidad

crece con el aumento de la temperatura.

£l estudio cinético del proceso de incorporacién del --
17p EZ—BH al interiro de la cé€lula uterina en funcion de la -
concentracién de estradiol (figura 4.17) realizado en condicio
nes experimentales de presencia y ausencia de exceso de 17E)E2
frio nos ha permitido conocer como le influye la concentracion
de la hormona sobre la velocidad de captacion especifica del -
estradiol (fig. 4#.18). El analisis de esta representacion grad-
fica pone de manifiesto que a partir de cierto tiempo (™60 se
gundos éen nuestras experiencias), la cantidad de hormona marcga
da crece linealmente con el tiempo (cinética de orden cero res
pecto al tiempo) y, ademds, que la pendiente de la porcidn 1li-
neal de las curvas representadas no muestra diferencias signi-
ficativas cuando se comparan entre si unas frente a otras. Pa-
rece pués que la velocidad de reaccidén, una vez que esta alcan
za su valor maximo, es independiente de la concentracién de -
sustrato, fendémeno que OCUrrE, por ejemplo, en las reacciones
catalizadas enzimdticamente. De ello se deduce que el orden de
reaccién respecto a la concentracién coincide con el orden de
reaccién respecto al tiempo, Y, por ello podemos excluir que
en la molécula receptora de estrégenos existan distintos siti
de enlace para el estradiol y que la ocupacién de alguno de
ellos facilite la entrada del sustrato a otros locus aceptore:
No existe, por tanto, cooperatividad en el proceso de enlace
R-E al menos para el rango de concentraciones estudiado por n

sotros.

La representacién de la figura 5.18 sugiere, por otra
parte, la existencia de cierto grado de saturabilidad del enl
ce. Para investigar este fenémeno hemos acudido 3 la represen
tacién de la cantidad de 17B E2 especificamente enlazada a 1la
c€lula en funcidn de la concentracién de estradiol puesta en

el ensayo para t = 120 s. La Figura &4.19.a demuestra cldramer

-194-



te que la existencia de este fendmeno de saturacion es manifies

ta incluso para tiempos de incubacion tamn precoces.

De ello podemos concluir que si bien la permeabilidad de
la membrana celular al estradiol no limita la incorporacién de
[2,-en su fase inicial las curvas de captacidon muestran pendien
tes claramente diferentes- una veZz alcanzado cierto nivel de E2
en el interior de la célula, la velocidad de formacién del com-
plejo R-E resulta limitada por, quizds, la concentracioén de, -
proteina receptora. La realidad de este fendémeno puede ser some
tida a estudio acudiendo, por via de la representacién de Scat-
chard (fig. 4.19.b) al cdlculo de la capacidad de enlace maxima
en funciodn de la concentracién de sustrato puesta en la reac- -
cién y utilizando este dato (BMax - 12.300 dpm enlazadas especi
ficamente) confirmar que los sitios de enlace para el estradiol
en la estrofilina, son equivalentes en el orden del comporta- -

miento biolégico. En efecto, representacién del log B/BMax en
L ftex

l-B/BMax

funcién del log F (represntacién de Hill) es perfectamente 1i--
neal y ofrece como numero de Hill el valor de 0,98 (nH =0,98x1)
con lo que queda demostrada la ausencia de procesos de coopera-
tividad positiva o negativa para 1la reaccién de enlace en su -

primera fase (figura 4.19.c).
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4.5. EL ENSAYO DE RE EN CELULAS INTACTAS

4.5.1. Linealidad de la Captacidén de 17PE,

La captacidén de 178 E2 por las células uterinas tanto en -
situacién de presencia como de ausencia de competidor frio, es -
funcién lineal del nidmero de células puesto en el ensayo (figura
4.,20). En condicione$ estandar, 379C y 20 minutos para la tempe-
ratura y el tiempo de incubacidén, es posible cuantificar receptg
res estrogénicos en células intactas utilizando, como minimo, un
nimero de células préximo a 105 elementos/tubo. La proporcionali
dad entre captacién especifica de 17BE, vy R-5020 y nimero de cé€
lulas MCF-7 en cultivo, ha sido descrita por Olea y col (180) es
tableciendo también que el ensayo WCA puede llevarse a cabo so--
bre cultivos celulares en condiciones de baja, media o alta den-:

sidad celular.

4.5.2. Degradacion del Receptor

La cuantificacién de receptores estrogénicos en citosol s
efectda normalmente en un medio tamponado a pH = 7,4 que incluy
Ditiotreitol (DTT) en su composicidén. Los efectos del pH y de 1
adicién de DTT han sido investigados por Rice vy col (196). E1 v
lor de la tasa de RE en citosol disminuye con el tiempo de alma
cenamiento a 49C y el mdximo descenso (~ 50% respecto al valor
inicial) tiene lugar para periodos de tiempo inferiores a 48 ho
ras cuando el pH del citosol se ajusta a 6 unidades. Cuando el
medio tiene cardcter bdsico (pH = 8,8) y en presencia de DTT 1la
estabilidad del receptor aumenta considerablemente de forma que
la degradacidn se reduce, aproximadamente, en un 20% al cabo de

15 dias (174). La ausencia de DTT favorece 1la degradacion de 1a

proteina (88, 143).
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TERMOESTABILIDAD DEL RE (T =37°C).
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b

Nuestras experienéias sobre estabilidad térmica del recep
tor a las temperaturas de 37°C (fiqura 4.721.),202C (figura 4.22
y 02C (figura 4,23), en tampén TRIS-ClH y pH 7,4, utilizando mo
notioglicerol como estabilizador de los grupos SH (17 ), ponen
de manifiesto que la degradacidn de la estrofilina es claramente
dependiente de la temperatura en la que se efectia el almacena-
miento del citosol. Asi para T7=372C, la cantidad de RE cuantifi
cados en la muestra, disminuye prdcticamente a cero al cabo de ;
horas, se reduce, para ese mismo tiempo, al 40% cuando la Tempe.
ratura es de 202C e, incluso a 02C, la degradacién del receptor
citosélico alcanza un 25% respecto a el valor cuantificado ini-
cialmente. Estos procesos de degradacion, dependientes de la te
peratura, han sido explicados como degradaciones mediadas por e
zimas proteoliticos intracelulares que aparecen libres en el ci
tosol tras la homogeneizacién del tejido (17,59, 230 ). La util
zacién de agentes inhibidores de esta accién proteolitica como
la leupeptina (230) o el molibdato sédico (59, 230) preserva la
integridad del receptor e impide, al menos parcialmente, su de-

gradaciodn.

La comparacidn entre citosol y células para evaluar la im
portancia de la degradacién del receptor en funcién del tiempo
de la temperatura, pone de manifiesto que la pérdida de sitios
de unién para el estradiol en c€lulas intactas es un proceso qu
también resulta dependiente de la temperatura pero que la magni
tud de esta degradacién es, comparativamente, menor que la que
ocurre cuando la experiencia se realiza sobre el citosol (figu-
ras 4.21 a 4.23). En efecto, del andlisis de esas representacio
nes grificas se puede deducir que a 37°C la pérdida de RE es -
pridcticamente absoluta cuando transcurren 4 horas ([RE]( 10% re
pecto al valor inicial) y la capacidad de enlace de las células
se reduce al 65% al cabo de 6 horas a 202C. A la temperatura de
02C no existe degradacién del receptor durante las dos primeras
horas de almacenamiento mientras que la reduccion de la cantida

de estrdégeno enlazado es del orden del 25% al cabo de 6 horas.
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Considerando que en experiencias sobre células intactas
realizadas por nosotros en este trabajo, no se han estableci-
do, en ningdn caso, condiciones de esterilidad ni se han con-
trolado las condiciones ambientales Optimas (pCO2 y relacidn
ne de células/ nutrientes ) es fdcil explicar los resultados
de pérdida de recpetor si se tiene en cuenta las modificacio-
nes en la viabilidad celular ocasionadas por el crecimiento -
de microorganismos contaminantes en el medio de cultivo (al -
menos a las temperaturas de 20 y 379C) y las modificaciones
del pH de la suspension celular condicionadas de un lado por
procesos metabdélicos celulares y de otro por la ausencia de -
reqgulacién de la concentracién de hidrogeniones en la que el
CO2 juega un papel fundamental.

Parece légico pensar, por ello, que la manipulacidn del
tejido hormonodependiente (Gtero de rata o conejo y ciancer de
mama humano en nuestro caso) en condiciones de esterilidad y
el mantenimiento de condiciones ambientales Jptimas para el -
crecimiento celular (estufa de cultivo con sistemas regulado -
res de CO,, temperatura y humedad) permitan obtener resulta--
dos superiores a los que en este trabajo se presentan y de he
cho, a la vista de lo aqui expuesto, se han iniciado en el De
partamento, un grupo de experiencias encaminadas a mejorar €s

te aspecto metodoldégico del ensayo.

4.5.3. Especificidad del Enlace

La especificidad del enlace Receptor-Estrégeno, permite
a una determinada célula "blanco" desarrollar una accidén en -
respuesta a una sefal hormonal sin interferencia de otras se-
fales, Asi, hormonas de la misma clase, sus agonistas y sus -
antagonistas pueden competir eficazmente por enlazarse al re-

ceptor, sin que este hecho deba afectar a otros sistemas re--

-205-



ceptores. La forma estereoquimica de 1la molécula hormonal y -
la geometria del sitio de unidén en el receptor son factores -
fundamentales que determinan la especificidad del enlace. El

fenémeno de competencia entre la hormona marcada y la hormona
fria (17F>E2-3H y l7§|£2) ha sido utilizado, por otra parte,

para determinar la magnitud de los enlaces especificos satura
bles por la hormona. Fllo se consigue fdcilmente mediante la

inclusién en el medio de reaccién de 17p E2 o Dietilestilbes-
trol (DES) (molécula agonista del estradiol cuya afinidad por
el receptor es igual que la del 17B EZ-BH), compuestos que im
piden 1la unién de la hormona marcada con el receptor. Otros -
esteroides (estrdégénicos o no) presentan menor afinidad por -

el receptor .

Para el estudio de este fenémeno se pueden poneh en eje
cucién distintos procedimientos ( 8 ) (58 ) (140) (180).En -
nuestro caso, utilizando células intactas de dtero de rata'y
tratando de determinar el poder inhibidor de determinadas mo-
léculas sobre el enlace entre el receptor y el 17P>E2 e inves
tigar simultdneamente 1la naturaleza competitiva o no competi-
tiva, de esa inhibicién, hemos sometido a andlisis un conjun-
to de datos de enlace RE obtenidos mediante el empleo de dis-
tintas concentraciones de 17Pp E2—3H (rango 2.10-9M a 3.10-10M)
; tanto en presencia como en ausencia no marcada. El objetivo
esencial del estudio fue ver si la transformacion doble reci-
proca de los datos de enlace obtenidos para cada una de las -
moléculas inhibidoras ensayadas mostraba diferencias signifi-

cativas con los datos de enlace del estradiol en presencia y

ausencia de estradiol frio.

Las figuras &4.24, 4.25 y 4.26 muestran grdficamente los
resultados obtenidos en estas experiencias. Un primer andli--
sis de las mismas, permite estimar de manera intuitiva la afi
nidad relativa por el receptor que posee cada una de las molé
culas ensayadas. Considerando, €n segundo lugar, la magnitud

del desplazamiento del 17p EZ-BH de su sitio de unién, ocasio
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b

~“hado por el competidor previa asignacién del valor 100% al des-
plazamiento del estradiol tritiado por el estradiol frio, es po
sible determinar cuantitativamente y en términos comparativos -
las afinidades por el receptor de las moléculas descritas. Los

resultados de este cdlculo se ofrecen en la Tabla 1v-13.

TABLA IV-13

Valores de la afinidad relativa entre el RE y distintas molécu-

las.

Molécula Afinidad relativa
%
17p Estradiol 100%
17¢¢ Estradiol 90%
Estrona 65%
Testosterona 55%
Progesterona 10%
Corticosterona < 10%
Androstendiona < 10%
Pergnanolona 0%
5 dihidrotestosterona 0%

Si bien los datos de la tabla anterior no pueden ser di
rectamente comparados con los de afinidad relativa de molécul
esteroideas por el RE en células MCF-7, obtenidos por otros a
tores (181) puesto que en nuestras experiencias cambia el mod
lo bioldgico y, en todos los casos, s€ emplea un exceso de mo
cula fria 200 veces superior a 1a concentracién de 17p E2-3H,

(condiciones que distan mucho de las fisioldgicas), si es cie
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to que existe una fuerte coincidencia en cuanto al orden, de -
mis a menos inhibicién del enlace, en el que las moléculas es-
teroideas, estrogénicas o no, se distribuyen. Asi en el modelo
MCF-7 la mayor capacidad de inhibicidén del enlace tras 17p|:2

y DES corresponde a la estrona (no estd ensayado el 17 EZ) y

a continuacién se ordenan: Organon 2058 (derivado sintético de
la Progesterona), testosterona, androstendiona y cortisol. Por
otra parte, la representacion doble reciproéa de los datos de

enlace (figura 4.27) para las trés moléculas que producen ma--
yor desplazamiento del 17p EZ-BH, demuestra que el 17& E2 ac--
tda a través de un mecanismo competitivo, esto es, tanto el 1i
gando 17p E2-3H como el competidor 17 E2 compiten por el mis-
mo locus de unién. La capacidad de enlace mixima (interseccidn
en el eje de ordenadas) no se modifica aunque la constante de

asociacidén entre el receptor y el estradiol disminuye (inter--
seccidn en el eje de abcisas). Por otra parte el mecanismo de

inhibicién del enlace por el que actdan tanto la estrona como

la testosterona, parece indicar que la estrofilina posee, para
estas moléculas, un "locus" de unidén distinto del espedifico -
que corresponde al 17p EZ' La inhibicidén en este caso, €s no -
competitiva. La hormona radiactiva no se enlaza porque su si--
tio de unién resulta deformado tras el enlace del competidor.-
La constante de asociacién entre R y E, no se modifica y el nd

mero de sitios de enlace para el 17 E2 disminuye (Tabla IV-1l4

Particular interés presentan los estudios de inhibiciodn
del enlace Receptor-Estradiol ocasionados por la presencia en
el medio de reaccién de los antiestrégenos Tamoxifeno e Hidro-
xi-tamoxifeno, por cuanto estas moléculas se emplean en clini.
ca humana para el tratamiento de aquellos casos de cdancer de
mama que conservan el mecanismo de hormonodependencia. Se sab
que el hidroxitamoxifeno desplaza al 17p E2-3H enlazado al re
ceptor estrogénico citosélico y que la afinidad relativa de e
ta molécula por el receptor de estrégenos es del 100% (53 ).
F1l tamoxifeno posee una afinidad de enlace relativa menor -
( 53). Sin embargo, cuando el ensayo se€ realiza sobre células

intactas, el grado de inhibicién del enlace dista mucho de al
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TABLA IV-14

valores de capacidad mdxima de enlace (BMax) y constante de

sociacidén (Kd).

BMax(dpm) Kd (M/1)
E, 17 E, 4.500 8,3.10'10
-9
E, 174 E, 5.000 1,3.10
E, T 2.400 9,0.10"19
-10
E, £ 3.500 - 9,1.10

canzar el valor del 100%. De acuerdo con nuestros resultad:
inhibicidn del enlace entre Receptor y 17ﬁ»E2—3H (en presel
de un exceso, 600 veces superior a la concentracion de hor
marcada, de cada uno de los antiestrégenos) resulta ser in
al 50% de el desplazamiento que produce el 17p E, frio. (f
4.28). Resultados parecidos a estos han sido recientemente
contrados por Stoersel y Leclerq en células MCF-7 intactas
(218). Para profundizar en el conocimiento de este fendmen
mos ensayado la competitividad de los antiestrdgenos sobre
sol de dtero de conejo (figura 4.29) y el examen de la rep
tacién grdfica de los datos de enlace pone de manifiesto ¢
efectivamente, para un exceso de 600 veces de los antiestr
nos no marcados, el desplazamiento del 178 E2-3H especific
te enlazado alcanza un nivel comparativo con el que se ori

cuando como competidor se utiliza el estradiol frio.
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La representacidén de Scatchard de los datos de enlace -
especificor(figura 4.30) pone de manifiesto que los resulta--
dos experimentales obtenidos para el Estradiol en presencia -
de TAM y de OH-TAM no se ajustan a una linea recta. Ello su--
giere la existencia de un fendémeno de cooperatividad positiva
para el proceso de enlace. En efecto, la representacién de -
Hill (figura 4.31) de estos mismos datos, permite deducir la
pendiente de la misma (nimero de Hill) que resulta ser de - -
1,61 para el TAM y de 1,26 para el OH-TAM. El valor superior

a 1 encontrado para n, en estas dos situaciones indica que la

H
asociacién del competidor a la macromolécula modifica 1la equi
valencia de los sitios de unidén para el estrdgeno e induce la
aparicién de, al menos, dos clases de centros activos depen--
dientes uno del otro. Asi, la asociacién de la hormona esteroi
dea con el receptor, en condiciones de baja concentracioén de
estradiol resulta ser un proceso de baja afinidad, que satura
uno de los locus especificos de unidn. Para mayores concentra
ciones de hormona el enlace entre ésta y el receptor se reali
za en condiciones de mayor afinidad. Desde un punto de vista
formal el proceso puede ser explicado aceptando que el acopla
miento de la primera molécula de 17§ E2 modifica la geometria
del locus de unidn con el ligando "abriendo" un segundo cen--
tro de enlace cuya afinidad por el estrégeno es mayor. Este -
hecho, que puede ser interpretado asi en el citosol, resulta
extraordinariamente complejo cuando se estudia el fenomeno so
bre células intactas en las que los mecanismos de activaciodn
del receptor, translocacidén al nicleo y enlace del complejo -

RE a la cromatina se realizan sucesivamente.

Toda esta serie de acontecimientos bioquimicos en los -
que los antiestrdgenos intervienen, de manera no bien conoci-
da pero cuyo resultado final es impedir el desarrollo de la -
accién hormonal estrogénica, hacen que el tratamiento de los
datos de enlace de acuerdo con la ecuacién de lineweaver- --
-Bruck (figura 4.32) no ofrezca resultados que se€a posible in

terpretar de manera inmediata puesto que los puntos experimen
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tales no se ajustan a una linea recta. Acudiendo de nuevo a -
la transformacién de Hill es posible deducir de ella el valor
de ny (fig. 4.33) y el resultado obtenido (del orden de 0,5)

_inferior a la unidad- induce a pensar en la existencia de un
fenémeno de cooperatividad negativa cuando el proceso de enla
ce se estudia en relacién a la presencia de sustancias con ac
tividad antiestrogénica, TAM y OH-TAM, en el medio de incuba-
cién celular. Este hecho hace suponer, nuevamente, en la exis
tencia de distintos locus de union para el estradiol, no equi
valentes, relacionados entre si, de forma que una vez enlazada

la molécula de estradiol al primer sitio aceptor, el enlace -
del ligando sobre el segundo lugar de unién resulta mds difi-
cil. De lo anterior se puede deducir que el receptor citosdli
co es un modelo simplista de los acontecimientos bioquimicos

que desencadena en el interior de la célula. blanco, l1a hormo-
na efectora y que es necesario disefiar experiencias.més deta-
lladas (la utilizacién de moléculas de TAM y OH-TAM marcadas

con 1L"C, simultdneo al empleo de 17p E2-3H, utilizando una -
técnica de doble marcaje, podria ser un ejemplo de ellas) pa-
ra esclarecer el mecanismo bioquimico de la interaccién Recej

tor-estrégeno-antiestrégeno sobre células "blanco" intactas.

4.5.4, Comparacién entre el Ensayo RE en Citosol y el Ensayo

en Células Intactas

Una pregunta surge inmediatamente de los razonamientos
anteriores: ¢el ensayo €en citosol ofrece la misma informacio
que el ensayo sobre células intactas?. Para despejar la inte
rrogante hemos sometido a comparacion ambos métodos realizan
, paralelamente, experiencias sobre citosol obtenido utiliza
do la mitad de un ltero de conejo y sobre una suspension mon
celular consequida tras tratamiento enzimdtico de la mitad u
rina restante. Todos los ensayos se efectuaron por triplicad

y la experiencia se repitic seis veces (figuras 4.34 a 4.39)
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La tabla IV-15 recoje los valores de la mdxima capacidad de -
enlace (BMax) y de la constante de disociacidén (Kd) del proce

SO,

TABLA IV-15

Valores de B y Kd en citosol y células

Max

Experiencia CITOSOL CELULAS
Byax  K1:101° By kd.10'°
I s37 (3) 44 8,3 (P) 20
II 414 (a) 7,2 4,7 (b) 11
111 130 20 gy 14,2 (®) 18
IV 188 () 9,2 2,4 (P) 10
v 24g (3) 4,6 4,6 () 6
VI 125 (@) 14 0 1,5 (P) 9
(a) BMax = fmol/mg Proteina citosol

(b) Brax fmol/Mg DNA

£1 andlisis estadistico de los datos de BMax y Kd demues-
tra que no existe correlacidén entre los valores de estos parémg
tros cuantificados por uno o por otro procedimiento. Esto quie-
re decir que el ensayo sobre cé€lulas intactas y el ensayo de RE
en citosol difieren en cuanto a los resultados cuantitativos de
concentracién de estrofilina (o capacidad mdxima de enlace) y -

de afinidad entre receptor y estradiol. Este resultado no es -
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sorprendente hdbida cuenta que el receptor citoplasmdtico es -
s6lo una parte del receptor intracelular total o bien, aceptan
do las actuales hipétesis sobre localizacidn intracelular del

receptor (206,237,239, 253 ), la aparicién de esta macromo-
lécula en la fraccién citosélica del homogeneizado tisular re-

presenta sélo un artefacto. (véase apartado 1.9).

VSirbien el ensayo sobre células completas puede represen
tar un avance metodoldgico importante en cuanto al estudio de
los mecanismos de la hormonodependencia celular, no tenemos ar-
gumentos suficientemente serios como para considerar que, cuan
titativamente, este ensayo supera al método tradicional y sélo
la aplicacién rutinaria del mismo a la oncologia clinica, el -
seguimiento de las enfermas de cdncer de mama y la confronta--
cién de los resultados del test en células intactas, con la -
respuesta a las manipulaciones terapéuticas hormonales de las
pacientes, podrd esclarecer qué mefodo permite una mejor apro-
ximacién al prondstico de la enfermedad y al intento de predic

cién de la hormonodependencia del tumor.

4.5.5. E1 Control Negativo del Ensayo

Queda por resolver, por ultimo, la siguiente cuestion: -
.Cudl es el resultado del ensayo RE sobre células no estrégeno
-dependientes? Evidentemente si el test funciona, la respuesta
a esta pregunta es obvia: El ensayo debe ser negativo. En efec
to, utilizando una suspensién celular preparada a partir del
rifién del conejo, los resultados obtenidos para la incorpora--

3H son los mismos tanto en presen-

cién intracelular de 17p EZ-
cia como en ausencia de 17p E2 frfo (tabla II1-33 y fiqura - -
4.40). Este hecho, demostrativo en s{ mismo, de la ausencia de
moléculas capaces de enlazar especificamente al estradiol en -
tejidos no "blancos" de la accién estrogénica, vdlida el proce
dimiento ensayado en cuanto a la distincidén cualitativa del ca

racter de hormonodependencia celular.
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4.5.6. E1 Ensayo de RE sobre Células separadas por Centrifuga-

cién en "Percoll"

La propiedad celular que denominamos hormonodependencia
no se modifica cuando las células son sometidas a centrifuga--
cién en gradiente de Percoll. Este procedimiento nos ha permi-
tido separar las células uterinas "vivas" de células no via- -
bles y de otros componentes celulares que contaminan la suspeﬂ
sién. Los ensayos realizados (figura &4.41) apoyan este argumeg
to y posibilitan la realizacidn simultdanea de otros ensayos -
conducentes a conseguir una mejor comprensién de la biologia -
tumoral y de los mecanismos de respuesta celular a diversos es

quemas terapéuticos.

4.5.7. E1 Ensayo de Receptores Estrogénicos en Cdncer de Mama -

Humano

Finalmente, la tabla IV-16 recoge los pardmetros deriva--
dos del ensayo RE sobre células intactas y RE sobre citosol en
los 8 casos de cidncer de mama incluidos en este trabajo. De su
andlisis es fdcil comprobar que cuando el ensayo RE en citosol
es positivo, el resultado del test en c€lulas intactas es tam-
bién positivo cualquiera que sea el procedimiento de andlisis -
(simple o miltiple) utilizado. La situacidén contraria RE cito--
sol (-) muestra también una estrecha correlacién con el carac--
ter (+ ) o (-) que ofrece el ensayo €en células salvo en el caso
n?2 1 en el que el valor de BMax calculado por RE células es muy
bajo y en el caso n? 6 en el que los resultados obtenidos en c€

lulas no permiten decidir si el tumor era RE(+ ) o RE(-).
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V. CONCLUSIONES

El analisis de los resultados obtenidos en este trabajo
y su comparacién con los encontrados en la literatura ha hecho
posible, entre otros, el establecimiento de las siguientes con

clusiones:

1.- El tratamiento enzimdtico de tejidos hormonodependiente
seqguido de disgregacidon mecdnica suave, en las condiciones es-
presadas en esta memoria, constituye un método éptimo para la
obtencion de suspensiones celulares Gtiles para el ensayo de R

ceptores de Estrégenos sobre células intactas.

2.- E1 procedimiento cldsico de determinacién de receptores
sobre citosol presenta problemas de precisidén para bajos valo-
res de concentracidon de Receptor. En efecto, en tal situacién,
el coeficiente de variacidén intra e inter ensayo -tanto para 1
maxima capacidad de enlace como para la constante de disocia-

cién del complejo RE- ha resultado muy elevado (c.v« 25%).

.~3.- La proteina receptora presente, en concentraciones vari
bles, en el espécimen bioldgico utilizado para los ensayos (ci
tosol procedente de homogeneizado de tejidos hormonodependien-
tes, tumorales o no) sufre un rdpido proceso de degradacioén de
cuyo mecanismo y/o caracteristicas se puede afirmar que i) ocu
rre expontdneamente, ii) depende de la temperatura, iii) es in
fluenciable por las condiciones fisico-quimicas del ensayo y
iu) estd mediado por la accién de enzimas proteoliticos enddge

nos,

4.- Aunque el valor de la mdxima capacidad de enlace del es
tradiol a la proteina receptora puede estimarse con suficiente
seqguridad utilizando las representaciones de Scatchard o de Li

neweaver-Burk, el mejor ajuste de los datos experimentales a 1
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ecuacién doble reciproca debe ¢onducir al empleo generalizado -
de esta Ultima en el tratamiento de los datos de enlace obteni-

dos en los ensayos de determinacién de RE sobre citosol.

5.- Teniendo en cuenta que la captacidn especifica del estr:
diol por la célula intacta es és un proceso que alcanza su va-:
lor maximo, para la temperatura de 37°C, a los 20 minutos de
iniciada la experiencia, la prolongacidén del tiempo de incuba-
cién puede conducir por wtransformacién" del receptor (o degra
dacién del mismo en ausencia de condiciones de esterilidad) al
hallazgo de resultados Negativos Falsos que hagan considerar
Hormono-independientes a una poblacién celular que, en realida

opera bajo la dependencia de mecanismos hormonales.

6.- En la fase inicial de la captacioén intracelular del es-
tradiol cabe distinguir dos etapas: a) La penetracién del estr
geno en la célula proceso cuyas caracteristicas (Ea= 9 Kcal/me

H = 11 Kcal/mol, S = 32 cal/mol . 9K) sugieren 1la existenci
de un mecanismo de difusion pasiva sin la intervencidn de rece
tores de membrana o proteinas especificas de transporte y b) L
formacién del complejo RE (Ea = 5,2 Kcal/mol), fendémeno limite
te de velocidad, dependiente de la concentracién de receptor .

saturable por la hormona.

7.- La cinética de formacién del complejo RE revela que el
proceso es de orden cero con respecto al tiempo e independien
de la concentracién de ligando, circunstancia que permite ex-
cluir la existencia de fenémenos de cooperatividad para la re
cién, al menos en su primera fase ("W = 0,98 1), y admitir 1
equivalencia de todos los lugares de unién para el 17p E, exi

tentes en el receptor.

8.- La utilizacién de células uterinas intactas como model
de estudio de 1la hormonodependencia celular posibilita el and
lisis de los mecanismos de inhibicidn que ciertas moléculas e

teroideas, estrogénicas o no, ejercen sobre el enlace Receptc



—estradiol. Asi, aplicando la ecuacion de Lineweéver-Burk, he
mos podido poner de manifiesto la existencia de mecanismos de
inhibicién simples (competitivos: DES y 17PB E2 y no competiti
vos: Testosterona y Estrona) y mecanismos alostéricos comple-

jos (antiestrégenos: TAM e OH-TAM).

Como los datos de enlace observados en la formacidn del
complejo R-E, en presencia y ausencia de TAM e OH-TAM difiere
significativamente para citosol (nHﬂ 0,5) y células intactas

(nHﬁfl,S) cabe concluir:

8.1.- Que el receptor citosdélico no refleja con suficiente
exactitud los acontecimientos bioquimicos intracelulares dese
cadenantes de la respuesta de los tejidos "planco" a la accid

hormonal.

8.2.- Que la proteina extraida en la fraccidn soluble del
homogeneizado tisular no representa un modelo de estudio ade-
cuado para el conocimiento de los mecanismos de interaccion f

ceptor-Estrégeno-Antiestroégeno.

8.3.- Que, en consecuencia, el ensayo sobre células intac-
tas deberia imponerse metodolégicamente, al menos en lo que .
conocimientos bdsicos se refiere, en los laboratorios intere:

dos en la investigacidn de la hormonodependencia celular.

Queda por determinar, en este sentido, si los resultad
ofrecidos por el ensayo sobre células intactas se traducen,
nivel clinico, por una mayor precisidén en la determinacién d
cardcter hormonodependiente de algunos tumores y en consecue
cia por, una mejor seleccién de pacientes para tratamiento h
monal. Mientras no se produzca este esclarecimiento parece 1
gitimo utilizar, si es posible, ambos procedimientos en el 1
tento de contribuir a la mejor calidad asistencial de los en

fermos afectos de cdncer de mama.
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