TABLA IV—-14

ASOCIACION / INDEPENDENCIA
ENTRE FENOTIFOC DEL RECEPTOR Y

ESTADD MENSTRUAL

Premenopausicas

Postmenopausicas




progesterona es conuse-
resulta logi-

que entre el 10t 1 p tor de estro-
fenotipo del receptor de progesterona, debe

istir una determinada relacion de asociacién. Este

hechn, plenamente aceptado en la actualidad, ha quedado

confirmado en el presente estudio (Tabla 1IV-185). En

efecto, el valor de x2%.., Obtenido:

Yo — 26,8 + 12,9 4 0.8 5 J3g.2 .5 =

X2ere 2 XZ%0,08

demuiestra que entre ambas proteinas existe una relacioén
de dependencia estadisticamente significativa. A pesar
de ellc, llama la atencién el hecho de que en una pro-
porcién no despreciable de casos (17/58 = 29%), al fe-
notipc RE+ se asoclia el caracter RPg-. Este fenémeno,
que ha side descrito con anterioridad, se explica to-
mando en consideracién los siguientes fenémenos (55,

178,234,235 .

1) La existencia de errores metodolégicos en la de-
terminaclén de una u otra proteina.
2> La influencia de los niveles circulantes de pro-

gesterona, especialmente en la fase lActea del ciclo

menstrual.




TARBRLA IN—15

ASDCIACION / INDEPENDENCIA

ENTRE FENOTIFPO RE Y

FENOTIPO RFg,




un nivel de estregenos circu-

lantes insuficiente para estimular la sintesis del RPg

consideraciones inducen a pensar en la
tecrica hormoncrresistencia de los tumores RE+/RPg- que
debe ser cuestionada, al menos, cuando los niveles de

=tercna circulante sean elevados (58)).

El pronestico ae la enfermedad puede matizarse,
pcr ultimo, utilizando los datos de RE y RPg simulta-
neamente. Asi, la tabla IV-16, que ofrece los resulta-
dos de supervivencia global (Ps) y supervivencia libre
de enfermedad (Ps.), a tres afios de seguimiento, para

lcs subgrupos de pacientes RE+/RPg+ y RE-/RPg-, facili-

ta la comparacién estadictica de los valores Ps y P de

uno y otro subgrupo.

En el primer caso (P.), el analisis estadistico:

Fexp = 0,118% 7 0,054% = 4,78 ;

texp = 10,94-0,611 / (0,0542/11 + 0,1182/6)'/2 = 6,48

(B'ag.0n = 8,94) € (top = 6,48)




TABLA TV—-—16

FROEAEBILIDAD DE SUFERVIVENCIA (Ps)
Y DE SUFERVIVENCIA LIBRE DE
ENFERMEDAD (FPsc) EN FUNCION

DEL FENOTIPO DE RECEPTORES HORMONALES,

RE+/RPg+




son estadistica-

caso (Psu), como-

0, 1082

FO,OS

= 4,11

(texp = 4,11) > (to.0on = 4,073)

las diferencias objetivadas son, también, significati-

vas.,

4.2.5. Grado histolégico de diferenciacién.

En céncer de mama, la existencia de una relacién
estadisticamente cierta entre grado de diferenciacién y
volumen "“critico" necesario para la diseminacién del
tumor parece demostrada (20,155,243). Se cree, ademas,

que entre el grado de diferenciacidén y la presencia de

receptores de estrogenos existe una relacién de asocia-

cién que indlca que tumores de alto grado (o muy indi-

ferenciados) se arocian al fenotipo RE-, mientras que




confirmar que entre

tumor y la probabilidad

de asociacion. En

comparacion estadistica dAe los valcres de Ps

nidos, demuestra que la supervivencia global
supervivencia libre de enfermedad, para el grupo

G I-II, son estadisticamente mas elevadas que las que

caracterizan al grupo G III:

te-p para Ps = 2,41 : p < 0,05

tivg para Pao = 7,46 1 B <0, 001

El tamafio del tumor ha resultado estar, por otra

ligado al grado de diferenciacién tumoral (Tabla

En efecto, el calculo del coeficiente:

ez = 20,4 + 3,8 + 5,6 % 16,8 - 42 4,6

lexp > xzo,os

permite afirmar que el grado histolégico I11 se asocia
mas frecuentemente con tumores de gran diémetro. Por
el contrario,el patrén histolégiceo bien o moderadamente

iferenciado (G I - G II), se ha presentado, preferen-

temente, en tumor de didmetro inferior a 5 cm.




TABLA INVN— 1%

ASOCIACION / INDEPENDENCIA

ENTRE TAMAMD TUMORAL Y

GRADDO DE DIFERENCIACION,




TABL.A IV—18

ASOCIACION /7 INDEPENDENCIA

ENTRE TAMARO TUMORAL Y

FENOTIFO DEL RECEFPTOR,




ultimo, el estudio de la posible relacién
existente entre grado histolégico y fenotipo del recep-

strogenico (Tabla IV-18), ha ofrecido para x2.e un

inferior al x% s, por lo que la hipotesis de dependen-
cia entre el grado de diferenciacion y el caracter RE+
o RE- debe ser rechazada. Esta conclusién, que resulta
concordante con los resultadcs publicados por Roberts y
Hahnel (229>, difiere claramente de la sostenida por

otros autores. (7,181, 161>

4,3, CAMCER DE MAMA: ACTIVIDAD PROLIFERATIVA
CELULAR Y HORMONODEPENDENCIA TUMORAL,

El céncer de mama es una enfermedad cuyo curso,
tras la mastectomia inicial es dificil de predecir.

Hasta hace poco tiempo, el criterio general sobre el

que se fundamentaba el pronéstico era la clasificacisén

por estadios clinicos que servia y sirve aan como norma
orientativa para decidir el tratamiento (15). La hete-
rogeneidad existente en los distintos grupos de pacien-
tes derivados de la clasificacion por estadios ha impe-

dido, sin embargo, la formulacién de elementos de pro-




£18 . 1a, 205, En los ultimos afios

la biologia del cancer de mama ha sido objeto de in-
tenscs estudios. Consecuencia de ellos ha sido la uti-
lizacion de las caracteristicas cinéticas y/o la depen-
dencia hormonal del tumor como elementos definidores
del pronéstico o come factores predictivos de la res-
tratamiento (60.151,167,182,188,189,269,292).

sentido, publicaciones recientes han subrayado

el significade de la velocidad de proliferacién celular
como indice predictivo de la recurrencia tumoral en pa-
cientes N- sometidas a cirugia (99,189) o cirugia mAs
irradiacién (289). En efecto, el indice de marcaje con
timidina tritiada (TLI), medido "in vitro" sobre las

piezas tumcrales procedentes de mastectomia, ha podido

demostrarse que correlaciona, de manera significativa,

con la agresividad del tumor (99,188,189,190,289).

Junto con el estado axilar, el TLI ha resultado poseer,
ademAs, un importante valor como elemento predictivo
del curso de la enfermedad, sin que entre uno y otro
parédmetro se haya encontrado relacién de dependencia

alguna (188>,

Idéntico papel parece jugar el ftenotipo del re-
ceptor estrogeéenico. Efectivamente, aunque en algunos
casos se sostiene lo contrario (1,3) nuestros propios
resultados y los publicados por otros autores demues-

tran que, en general, las pacientes con cancer de mama




intervalo libre de enfermedad es

las enfermas con tumores RF- (4,62,

El valor del fenctipo del receptor como elemento
definidor del pronéstico parece ligado, por otra parte,
a la velocidad de proliferacisn celular tumecral (188,
199,254). Con independencia de nuestiros propios resul-
tados se sabe, a este respecto, que los tumores indife-
renciados y con rapida cinética de cracimiento (alto
indice TLI) son mAs frecuentemente RE- que los tumores
bien diferenciados que proliferan lentamente (191).

Este hecho permitiria explicar, quizas, el alto porcen-

taje de tumores RE- que suele presentarse en mujeres

premenopausicas, en las cuales un alte nivel de 17-8-

estradiecl circulante podria ocasiorar, no sélo modifi-
caciones intracelulares de la concentracisén de estrofi-
lina (128), sino también el incremento de la velocidad
de proliferacién de las células clonogénicas del tumor

(168, 170).

Los anteriores hallazgos hacen razonable la su-
posicién de que los parametros que definen la cinética
celular del tumor y su dependencia/independencis hormo-
nal, deben permitir una caracterizacién biolégica del
mismo. Pues bien, los experimentos que a continuacién

se discuten se han llevado a cabo ccn el propésito de




demostrar, in wvitro", gque los niveles de receptores
hormonales para estrégenos y progesterona en células de

cancer de mama mantenidas en cultivo resultan depen-

dientez del ritmo de crecimiento de las células y de la

fase del ciclc vital en el gque éstas se encuentran.

4.3.1. Cinética de proliferacién celular en cultivos

NCF-17.

La velocidad de crecimiento de las células MCF-7
en cultivo puede ser modulada por numerosas sustancias:
estrégenos, antiestroégenos, glucocorticoides, progeste-
rona y androgencs entre otras (168,169,171), cuya ac-
clén resulta mediada por la presencia de receptores
hormonales intracelulares (35,126). Sin embargo, cuan-
do celulas procedentes de cancer de mama humano RE+
crecen en un medio nutriente suplementado con concen-
traciones optimas de suero, insulina y otros factores
de crecimiento, los esteroides parecen no ejercer nin-
guna accisn que tenga como resultado la activacién del
ritmo mitético del cultivo (141),. Se ha observado,
ademas, que la velocidad inicial de crecimiento de las
células MCF-7, (133) resulta dependiente del numero
inicial de éstas presente en el cultivo. Este ultimo
hecho, que puede estar en relacion con la produccién,

por parte de las ceélulas, de factcres autoestimuladores




del crecimiento (172), explica que entre la densidad de
siembra inicial y el tiempo de duplicacién de las
células MCF-7 medido en las primeras 72 horas de
subcultivo exista una relacicen de proporcionalidad di-
recta (302, Pasada la fase inicial del cultivo, y en
condiciones de densidad de siembra y de aporte de nu-
trientes adecuadcs, se alcanza un crecimiento celular

gue se& ajusta, respecto al tiempo, a una curva expo-

nencial. ©Sobre esa zona, es posible deducir el parame-

tro que corresponde al tiempo de duplicacién (TD). El
valor del TD de la poblacién celular MCF-7 encontrado
en nuestrc laboratorio es de 40,0 + 0,7 horas. Este
valor esta en consonancia con el resultado obtenido por
otros autores (12,306) y se ccrresponde también con el
descritoc por Jakesz y col. (133) cuando la densidad de

siembra inicial se ajusta a 10% células.

4.3.2. Efecto del tamoxifeno sobre la proliferacién de

células MCF-7.

Se ha demostrado, en cAncer de mama clinico
(273>, en tejido endometrial humano y de rata (274,
308>, en higado de rata (308) y en lineas celulares
establecidas de cAncer de mama (192), la presencia de
un receptor especifico, distinto del RE, para los anti-

estrégenos del grupo del tamoxifeno. La concentracion




preteina no esta relacionada con el contenido
intracelular de receptor estrogénico. Aungque su fun-
desconocida, =se cree que ésta no guarda rela-

las modificaciones del crecimiento celular que

inducen los antiestrogenos y se ba sugerido que el me-
canismo responsable de los efectos antiproliferativos
es el enlace del tamoxifeno al receptor de estrogenos

6192)

Los efectos del tamoxifeno sobre la poblacién
celular MCF-7 pueden ser reversibles -por efecto del

estradicl- o irreversibles (163), segin el nivel de

concentracién ensayado. Los efectos reversibles se

asocian con la acumulacién de las células en la fase
Go/Gy del ciclo mitético (271). Los efectos irreversi-
bles -muerte celular- predominan a elevadas concentra-
ciones de antiestrégeno (271). Existe, por Gltimo, un
tercer mecanismo inhibitorio que parece no necesitar
del concurso del receptor estrogénico, que, aunque no
conduce a la lisis célular, resulta irreversible al es-
tradiol (271). Este hecho sugiere que ciertas acciones
del tamoxifeno pueden ser independientes del carécter
receptor estiogénico positivo o negativo de la linea
celular -o el tumor clinico- sometida a tratamiento,
habliéndose demostrado (105) en efecto que, sobre lineas
celulares RE-, el tamoxifeno produce inhibicién del

crecimiento y acumulacion de células en fase Go/Gi.




Lose astudios sobre cinética del ciclo célular en
ceéelulas MCF-7 han puesto de manifiesto que cuando los
con celulas selectivamente co-

lectadas e g mitosis, wutilizando para ello la
tecnica de Terasima vy Tolmach (278,279), la mayor parte
del cultivo (=90-95% respecto al total de células) se
fase G,, para t = 1 hora después de la se-

on mitotica. Transcurridas 7 horas, las células

smpiezan a abandcnar el compartimento G: entrando pro-

gresivamente en fase de sintesis (S), llegando a ser de

un 80% la prcporcién de elementos en esta fase. Para
un tiempo comprendido entre 16 y 20 horas después de la
seleccisn, la mayor parte de las células ha completado
la fase de sintesis y el periodo G2/M finaliza de 4 a b
horas mA&s tarde (277). El tiempo medic de cada una de
las fases del ciclo welular, asi como la duracién media
del tiempo necesario para que transcurra un ciclo mito-
tico completo, es de 9, 9,3 y 3 horas para G, S y G2/M

y 21,3 horas para el tiempo de ciclo completo (277).

Conjuntamente con esta poblacién de células de
rapida cinética, existen otros elementos celulares que
no proliferan o 1o hacen muy lentamente. La proporcién
de elementos de cinética lenta en el conjunto de la po-
blacién es del orden del 15% (277). Estudiando los
efectos del tamoxifeno sobre células MCF-7 sincrénicas,

se ha podido demostrar que, estas células, son espe-




sialmente censibles a la accioen del antiestrégeno cuan—
doc el cultivo se encuentra justamente en la fase Gy (4
noras despuées de M). El periodo de maxima sensibilidad
tiene una duracion comprendida entre 2 y 4 horas, fuera
de la cual, el tamoxifeno ejerce una acciéon minima. El
tiempo de transito por la fase G, para la subpoblacién
celular de cinetica lenta se ha estimado en torno a las

30 hbhoras (272) El antiestrogeno, cuando se ensaya a

hajas dosis, induce una alteracion del "equilibrio" de

distribucién de células MCF-7 entre los dos estadios
cinéticos (lento y réapido’ haciendo predominante el
numero de células con largo tiempo de G: (272). Como
resultado de este proceso tiene lugar la inhibicién del
crecimiento celular y la acumulacién de células en fase
G . Esta "sincronizaciéon" ec mAxima a los tres dias

del tratamiento con tamoxifeno (163).

4.3.3. Efecto del estradiol sobre cultivoe celulares

NCF-7 parcialmente sincronizados en fase Go—G:.

El tratamiento secuencial del cultivo de células
MCF-7 con OH-TAM, 107 M. primero y 17-B-estradiol des-
pués, constituye un procedimiento experimental mediante
el cual es posible demostrar el efecto proliferativo
del estradiol (175,209,301,302). Segun Sutherland y

col., (274) las células hormonosensibles a la accién del




estradiol modifican su actividad preoliferativa por
los mecanismos sigulentes:
Incremento de la fraccién de crecimiento, me-
reclutamiento de las células quiescentes de
poblacien.
2) Acortamiento del tiempo de duraciém del ciclo
celular, a través de la reduccién de la fase Gi.

3) Dicsminucioéon del indice de muerte celular.

En condicicnes de cultivo normales la fraccién
de crecimiento de las células MCF-7 es del 40% y su TD
est4d proximo a las 40 horas. Sin embargo, cuando se
realiza el cultivo en MEM + FCS + OH-TAM 107 KN,
durante 72 horas para "sincronizar" las células y, pos-
teriormente, se cambia el medio de cultivo usando
MEM + FCS (grupo control} y MEM + FC$# 17-p-E2 (grupo

. estradiol) se ha demostrado (175) el incremento de-la

fracciséon de crecimiento de cada grupo (81% en el grupo

control y 94% en el grupo estradiol) asi como la dismi-
nucién de los tiempos de duplicacién que caracterizan
la cinética de proliferacién del cultivo (TD = 24,8 ho-
ras para el grupo control y TD = 22,3 para el grupo

estradieol) (175).

Los resultados de nuestros exper!mentos (Tablas
III-31 y III-32) ponen de manifiesto el efecto del res-

cate con suero de feto de ternera integro (FCS) o tra-




con <arbon dextrano (FCS(s;) para eliminar el as-
adipl (Figuras 4.7 ¥ 3, El ajuste de los puntos
=xperimentales a una funcion exponencial creciente per-
miten deducir el tiempo de duplicacién de cada grupo
experimental. Asi para el grupo FCE el resultado del
ajuste por minimos cuadrados es el siguiente:
0,816 (pendiente).
» 003 (ordenada en el origend.
0,987 (coeficiente de correlacién).
De la pendiente se puede deducir el valor del

tiempo de duplicacion de las células del cultivo:

TD = 0,693 / a = 0,693 / 0,816 = 0,85 dias = 20,4 horas

grupo FCS( 1los parametros correspon-

diente - Juste son:
0,408.
11,937,
r 0,903,
de donde se deduce que el valor de TD es de 40,8 horas.
Este resultado es andlogo al encontrado en condiciones
de cultivo estandar (301) y claramente distintc del que
caracteriza al fenémeno de reclutamiento promovido por

el estradiol endégeno.




CINETICA DE CRECIMIENTO DE
CELULAS MCF -7  SINCRONIZADAS
EN MEM+ FCS + OH-TAM 107 M (72 horas)

Y MEM + FCS (36 horas)
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+ OH-TAM,
107 M

96/ 120
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CNETICA DE CRECIMIENTO DE
CELULAS MCF -7 SINCRONIZADAS

EN MEM+FCS+OH-TAM 107 M (72 horas)

Y MEM+FCSg, (36 horas)

CM

MEM« FCS l MEM « FCS s)

+OH-TAM,
107 M
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TIEMPO (HORAS)




Efecto del EGF sobre cultivos celulares MCF-7

parcialmente sincronizados en fase Go—Gi..

El papel de las hormonas peptidicas como sustan-
cias reguladoras del cimiento de células cancerosas
"in vivo" no se conoce en su totalidad. Recientemente,
Osborne y col. (212} han demostrado gque el EGF estimula
el crecimientc de celulas MCF-7 cultivadas en -.edir 1li-
bre de suero. El Epidermal Growth Factor (EGF) esti-
mula también la velocidad de incorporacién de precur-
sores marcados (timidina, uridina y leucina’) de manera

dependiente de la dosis de EGF y del tiempo de exposi-

cien del cultivo a este facter (212). Como la linea

celular MCF-7 posee receptores especificos para el EGF,

se ha estudlado la afinidad del enlace hormona-receptcecr
y la ecpecificidad del mismo utilizando como compe-
tidores factor de crecimiento de fibroblastos, insulina
y hormona del crecimiento (2113, El modelo propuesto
para la accién del EGF sobre las células en cultivo su-
pone la asociacién de la hormona y el receptor y la
internalizacién o "secu=stro" del complejo formado. A
este proceso sigue la degradacién de la hormona po-

lipeptidica (88>,

Los resultados de nuestro experimento de sin-
cronizacion con tamoxifeno y rescate utilizando

MEM + FCS¢s» suplementado o no con EGF en diferentes




oncentraciones (Figuras 4.9 a 4.12) permiten deducir

perimentales ensayados (Tabla IV-19) para densidades

celularezs situadas en torno a la confluencia del

Los valores de TD encontrados no difieren sig-
nificativamente aunque se puede intuir un efecto po-
sitivo del EGF cuando se utiliza a la concentracién de
10 ng/ml. Los resultados de Osborne y col. (212) su-
gleren que el EGF actua sobre el crecimiento de las cé-
lulas MCF-7 a través del mismo mecanismo bioquimico que
util.za la insulina. La demostracisn del efecto posi-
tivo del EGF requiere, por ello, el cultivo de las cé-
lulas en medios nutrientes carentes de esta hormona y/o
de la sincronizacion por deplecién de nutrientes (212).
Como las condiciones en las que hemos realizado nuestro
experimento (sincronismo inducido farmacolégicamente y
presencia de insulina en el FCS que no se elimina, al
menos en su totalidad, mediante el tratamiento del
suero con carbén dextrano (DCC}) son di 2rentes resulta
explicable la carencia de efectos diferenciales en EGF.
De forma similar el EGF no ha demostrado ejercer efecto
alguno sobre la linea celular MDA-231, cultivada en me-
dioc suplementado con sueroc tratado con carbén dextrano

(212y.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE
CELULAS MCF -7 SINCRONIZADAS

RESCATE: MEM+ FCS(g) + EGF (Ing/ ml)
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE
CELULAS MCF - 7 SINCRONIZADAS

RESCATE: MEM+ FCSg) + EGF (10 ng/ ml)

a= 0,253
b= 12,826
r= 0,963
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FiG.- 4.1I.




CINETICA DE CRECIMENTO DE
CELULAS MCF - 7 SINCRONIZADAS

RESCATE: MEM+ FCS(s) + EGF (100 ng/ ml)

144 168

TIEMPO (HORAS)

FIG.- 4.12,




Por otra parte, cuando se utiliza como medio nu-
triente MEM + EGF en ausencia de suplenmentc de suero,
las ceélulas en cultivo, c.rentes de factores de «reci-
miento distintos del EGF, muestran una cinética de pro-

liferacion negativa (Figuras 4.13 a 4.15) que indica

que el numero de elementos celulares presente en el

cultivo disminuye en funcién del tiempo. Este resul-
tado se observa en todos los grupos experimentales
(EGF = 1 ng/ml, EGF = 10 ng/ml y EGF = 100 ng/ml.) en-

sayados.

Para estudiar mAs detalladamente los efectos mi-
tégenos del EGF sobre las células MCF-7 y su relacién
con determinados cofactores presentes en el suero (174,
268) hemos sometido a estudio comparativo el creci-
miento de cuatro grupos celulares cultivados, tras sin-

cronize:-ién con hidroxi-tamoxifeno:

MEM + FCS : Grupo A.

MEM + FCS + EGF, 10 ng/ml : Grupc B.

MEM + FCS.s; : Grupo C.

MEM + FCS«e» + EGF, 10 ng/ml : Grupo D. (Figuras

4.16 a 4.19).




CINETICA DE CRECIMIENTO DE
CELULAS MCF -7 SINCRONIZADAS
RESCATE : MEM + EGF (I ng/ml)
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FIG.- 4. 13




CINETICA DE CRECIMIENTO DE

CELULAS MCF -7 SINCRONIZADAS
RESCATE: MEM s+ EGF (10 ng/ml)

144 168

TIEMPO (HORAS)




CINETICA DE CRECIMIENTO DE

CELULAS MCF -7 SINCRONIZADAS
RESCATE : MEM + EGF (100 ng/ mi)

144 168

TIEMPO (HORAS)

FIG.- 4.15.




CRECIMIENTO DE CELULAS MCF -7

SINCRONIZADAS
SRUPO A: MEM + FCS

a= 0,362
b = 13,878
r= 0,993
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FiG.- 4.186.




CRECIMIENTO DE CELULAS

MCF -7 SINCRONIZADAS
GRUPO B: MEM * FCS + EGF  (IC ng/ ml)

a= 0,350
b = 14,598
r= 0,977

120 144 168

TIEMPO (HORAS)

FIG.- 4.17.




CRECIMIENTO DE CELULAS

MCF - 7 SINCRONIZADAS
GRUPO C: MEM + FCS g,

20 144 168
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CRECIMIENTO DE CELULAS MCF -7
SINCRONIZADAS
GRUPO D: MEM + FCS =+ EGF (10 ng/mi)

)

\IL 72 ¢ 120 144 168
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FIG- 4.19.




Los resultados de este experimentn, realizado,
por otra parte, cuando las células del cultivo se en-
cuentran en situacién preconfluente, ponen de manifies-
to gque al termino del ensayo, no existen diferencias
entre la cuantia de DNA o el numero de células perte-
necientes a cada grupo. Los valores que caracterizan
la cinétice de proliferacién (Tabla 1V-20, demuestran,

concluyentemente, la afirmacison anterior.

Sin embargo, cuando se analizan los datos de
crecim.ento celuis - a las 24 horas del cambio de medio
(Figura 4.20) resultan evidentes las diferencias entre
los grupos FCS y FCSs,. Este hecho pone nuevamente de
manifiesto el efecto del estradiol eudégeno como agente
promotor del crecimiento celular. De igual forma, tan-
to én los grupos FCS como en los grupos FCS¢s,, se intu-

ye la existencia de ligeras diferenci en la cantidad

de DNA, cuyo origen puede ser atribuidc al estimulo nmi-

tégeno desencadenado por el EGF, A partir de las pri-
meras 24 horas las diferencias tienden a desaparecer.
Este fenémeno puede se. explicado mediante:

1> La degradacién del EGF (88).

2) La secrecién por parte de las célul:..s existentes
en el cultivo de factores TGF (238) que actuan autoes-

timulando el crecimiento celular (173).
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4.3.5. Efecto del EGF sobre 1la incorporacién de
timidina a células NCF-7 parcialmente sincroni-

zadas.

Los efectos del EGF sobre la incorporacioén de
timidina HTdR) a cultivos de células MCF-7 sometidos
& sincronizacion <c¢on OH-TAM y rescate con MEM
suplementado con 10% de suero ce feto de ternera se han
estudiado en dos grupos exprriwwntales definidos, como
en el caso anterior, por. la wutilizacién de suéro
integro (FCS) o tratado con carbén dextrano (FCS.w..
Los resuvltados obtenidos revelan (Figura 4.21) que,

tras la eliminaciéon del OH-TAM por cambic de medio, las

células progresan sincrénicamente a lo largo del ciclo

celular. La fase de sintesis de DNA comienza, en todos
los grupos ensayados, hacia las 12 horas del cambio de
medio y alcanza su maximo a las 24 horas. EL valor mi-
nimo de incorporacién de °°HTdR, 30 horas después del
cambio de medio, indica que, en este momento, la mayo-
ria de las células han finalizado la fase de sintesis

de DNA y se encuentran en transito por Ga-NM.

S1 ordenamos los grupos experimentales de acuer-
dn con el dato de incorporacién de timidina a las 24

horas del rescate, los resultados “obtenidos:
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Grupo B » Grupo A > Grupo D > Grupo C coinciden, como
era logico esperar, con los precedentes. Ello permite
afirmar que el EGF, en las condiciones experimentales
de nuestro trabajo, estimula la proliferacién de las

celulas MCF-7.

4.3.6. Receptores de -strogenos y progesterona y ciclo

celular.

Utilizando el procedimiento de sincronizacién de
células MCF-7 tratadas con hidroxi-tamoxifeno durante
72 horas y sometidas luego a rescate con medio
nutriente fresco, hemos determinado la concentracién de
receptores para estradiol y progesterona presentes en
el cultivo en diferentes periodos de tiempc tras el

canbio de medio. El ensayc de receptores hormonales se

ha efectuado aplicandc el método descrito por Olea y

col. (208) para células intactas cultivadas en monoca-
pa. Los tiempos elegidos tras la eliminacién del
OH-TAM han sido los siguientes:
A) 0 horas: Las células del cultivo se encuentran

mayoritariamente (Lu~85%) en fase Go-Gi.

12 horas: La poblacién celu.iar sincronizada se

encuentra en fase G.

18 horas: Las células inician la fase de sin-

tecis de DNA.




T

24 horas: Las células alcanzan el periodo final

de sintesis de DNA.
30 horas: Las células se encuentran en transito
por Gz-M.

F) 36 horas: Se inicia un nueveo periodo presinté-

tico (G132

Los resultados obtenidos para el enlace estable-
cido entre hormonas y células han sido estudiados
haciendo uso de la transformacién de Scatchard (244) y
aparecen graficamente representados en las figuras 4.22
a 4.27 para el experimento en el que el rescate se
efectuo con MEM + FCS y en las figuras 4.28 a 4.33 para
el grupo experimental en el que el rescate se llevé a

cabo con MEM + FCSs,.

El simple analisis de esas representaciones gra-
ficas permite observar que la concentracién intra-
celular de los receptores de estradiol y de progestero-
na no permanece constante a lo largo del ciclo mitéti-
co, resultado que se confirma cuando se representa gra-
ficamente el valor de la mAxima capacidad de enlace
(Beax = 1 mol/pg DNA) en ordenadas, frente al tiempo, en
abscisas (Figuras 4.34 y 4.35). En efecto, en el grupo
de células cultivadas en suero de feto de ternera inte-
gro (FCS) la concentracién de receptores para estradiol

es maxima en el instante en €l que se libera a las cé-
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FIG.-4.22.




RECEPTORES HORMONALES

Y CICLO CELULAR
RESCATE: MEM+ FCS

TIEMPO DE RESCATE: |2 HORAS

(B/F) 102 (B/F)- 102

+




RECEPTORES HORMONALES

Y CICLO CELULAR
RESCATE: MEM+ FCS

TIEMPO DE RESCATE: 18 HORAS

(B/F)102 (B/F)-10?
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lenta. Se puede
cultivo existe

Cuando

-aen muy rapidamente hasta

jestro ensayo, sSe situa en

ste hecho podria

antrada de los elementos celulares al

isorio exige del “consumo" de la molécula

ceptora y que esta molecula se acumula en el interior
la célula cuando I { resulta blogqueada o en-
Cuando las células entrun

24 horas tras el cambio de medio),

stor crecen ligeramente observaAndose

itre las 30 y las 36 horas cuando se

cicio mitetice.

Cuando se analizan los resultados obtenidos en

el experimento llevado a cabo con FCS.s, aunque la forma

de la curva [RE}/f(t) (Figura 4.35) resulta similar a
la comentada anteriormente, llama la atencién la mayor
altura del pico observado a las 24 horas del rescate.
En efecto, tras el "“consumo" del RE en los procesos
metabdlico:s 3 conducen a 1la célula a ia fase de

~laro de la concentra-




maximo al
disminu-

i nto .y
tratamiento
acticamente,

el suero

nivel de receptores intracelu-

1 factor que regula la sensi-

a esta hormona (147) y gque la

sintesis o degradacién del re-

manera notoria la respuesta de

Este hallazgco nos permi-

base molecular, la respuesta

~&lulas MCF-7 tratadas con OH-TANM,

al cambio de medio (175,209,302). En efecto, tras 72
horas de subcultivo en MEM + FCS + OH-TAM 1077 M, se

produce en el cultivo una cierta acumulacién del recep-

tor quizas por la alteracién del ritmo de degradacion

del mismo. Cuando se elimina el OH-TAM, la tasa de RE
~r célula es maxima y, en respuesta al estradiol -pre-
sente en el FCS o adicionado 2l medio nutriente (302)-
At -erva una hiperactividad celular definida por el

de crecimiento que llega a ser




experimento,

dente de

=

las

e La estimado en torno a 0,3-0,5
y su vida media biolégica,

estradiol, resulta ser

En presencia de estradiol, la

del receptor se incrementa

culado para su vida media a

de los procesos de degradacion soO-

en la primera fase de nuestro

explicaria la forma inicialmente descen-

btenidas. Durante el tiempo de
genético .a relacién existente
intesiz y de degradacién debe in-
final conduzca a un

del receptor.




superar a

medidos en

idas en la wvelocidad de
ia y en ausencia de es-

ncontrados

e
de receptor gue caracteriza, en

er FCSws,, a la fase final de sintesis
Considerando que ambos procesos, sintesis y
del - ocurren simultaneamente en
velocidad de uno y otro
igualarse para alcanzar clerto
ibrio capaz de regular la proiiferacioén
eficacia méxima. En ausencia de
del receptor crecen -predomina
como un intento de la célula para

mantener a nivel optimo su ritmo de crecimiento.

Locs datos de observacion anterlores permiten,

tanto afirmar que:

5lulas hormecnodependientes mnecesitan del

alcanzar sug mAxima wvelocidad de pro-




asta- modifica su
largo del cicle mitotico,

uerimientose metabéli carac-

—~inetica

ente, en la
152

tal enlentecimiento.

4> el estado de equiiibrio entre el receptor y la

hormona efectora puede depender del ritmo de creci-

cuitivo.

ausencia de estradiol y en la fase S del

estado de equilibrioc probablemente

los procescs de sintesis y degradacion

receptor se resuelve favorablemente a favor de los

de 1o expuesto esta la demostracién
experimental de la existencla de una relacién de pro-
porcionalidad inversa entre la actividad proliferativa
de los cultivos de células MCF-7 y la concentracién de
receptores de estrogenos cuantificados sobre los mismos

(133). De nuesiros resultados se deduce también que la

de las células al comportamiento proliferativo




Y

“OnCidir,

las modificacicnes de la concen-—
receptor de progestercna, tan-
evado a cabo en FCS como en el
muestran notables similitudes.
entrada de las células al ciclo

enn ambos casos, del incremento de

Este hecho indica que el RPg se

zintetiza durante el periodo que sigue a la liberacién
antiestrégeno OH-TAM. El receptor

cumplir su funcién metabdélica en

v las 18 horas (fase G\ ¥y

(nueva fase G,), se produce

su nivel de concentraciém.

se S del ciclo

experiencia realizada con FCSws, si

-quivalente a la anterior-




sorprendente.

Influencia del EGF sobre la evolucién de los
niveles de receptores de estrogenus y de pro-

gesterona en célulz~ MCF-7 sincronizadas.

Utilizandc un procedimiento experimental seme-
hemos sometido a estudio la influen-
modificac.ones de la concentra-

eceptores de estrégenos (RE) y de

su relacicn con el ciclo mitotico.

.40 muestran los resultados obteni-

experimento realizado empleando FCS como su-

del MEM y las Figuras 4.41 a 4.45

ofrecen los resultados del estudio en presencia de

FC
S W T

§oa

Las Figuras 4.46 y 4.47 han sido construidas

representando la concentracién de RE y RPg en fento-

mo1/ug de DNA, en ordenadas, frente al tiempo, 2n abci-

Comc origen de tiempos se ha tomado el correspon-—
la eliminacién del antiestrégeno, OH-TAM, por

iente.
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RECEPTORES HORMONALES
Y CICLO CELULAR
RESCATE: MEM .+ FCS(s) + EGF
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FIG.- 4.43.
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a en el

una diferencia

concentracion

la izqulierda

obtenidas en su ausenci ig. 4.46 y

ano parece

modula los procesos de

egradacién del receptor. En efecto, el

valor minimo para la tasa de RE intracelular se alcanza
a las 6 horas de subcultivo, la sintesis del receptor
redozina en la fase G\ y su “consumo" as evidente en

mpo correspondiente a la fase S. Por otra parte,

en ausencia de estradiol (FCS(s,) se observa, nueva-

mente, una mayor estimulacién de la sintesis del RE.

Mayores diferencias pueden observarse cuandoc se
analizan las curvas que reflejan la evolucién de los

niveles intracelulare: de RPg. En presencia de EGF de-

saparece la rama ascendente inicial y el consumo del

RPg es inmediato al "rescate". Tanto en estas expe-
riencias como en las discutidas en el apartado ante-
rior, el valor del tiempo para el que la concentraciéon
de RPg es minima resulta coincidente (18 horas tras el
cambio de medio). Finalmente, la sintesis c¢=21 receptor

de progesterona que acompafia al periodo de duplicacion

L (=)




HIPOTESIS FINAL,

experimentos anteriormente descritos Yy

bliografia relacionada surgen va-

importancia fundamental,que pueden

fenotipo RE+, estA ligada a la

de proliferacién de los elementos celulares?.

lo anterior es cierto, ¢un tumor RE+ es un
tumor de lenta cinética de crecimiento?. For el con-

trario, ¢la no expresion tumoral del receptor de estré-

genos caracteriza a las neoplasias con actlividad

mitotica y fraccion de crecimiento elevada?.

La heterogeneidad tumoral en lo que a expresién

cindica la existencia en el seno




tanto en la

cancer mamario (puede ser

los cambios de concentracién de
ien con el ciclo celular?.

de gbservacion permiten dar
intuitiva, a alguna de tales
r_specto, que la expresion del

+/RPg+ ez mas infrecuente en el cancer de

mama inflamatoric (59,162,179%), tumor caracterizado por
velocidad evolutiva. Las técnicas histoquimi-

otra parte, que el patrén de

la mama normal como en el

mostrando la mayor parte de los tu-

aneidad en la fijacion positi-

receptor y coexistiendo ce-

Debe destacarse, ade-

de pequefic tamafic no son menos he-

que ha permitido suponer que el can-

cer de mama ecs una entidad compleja desde que alcanza

el plano clinico (205).

significado biolégico de estos hallazgos ha

~ientemente discutido <(205). Como las células




expresic
I

una capacidad dc enlace pa-
y cuatro veces superior a la

que poseen las c2l mitoticamente activas.

posibilidad de que el trata-
con cAncer de mama mo-

RE- del tumer ha sido amplia-

sente discutida (140, A y hoy dia parece claro

que en respuesta al tratamiento endocrino con tamoxife-
contenido en receptor estrogénico en el tumor

hasta hacerse en muchos ca-

que puede ser, sin embargo, un

estad en absoluta contradic-

experimentales que surgen de

contradiccién resulta ser, no

En efectn, en cancer de mama




receptores hormonales se realiza
procedente de la homogeneizacion del
actia sobre la célula blanco a
receptor estrogénico (52,276),.

modelo actualmente aceptado para el
de las hormonas esteroideas, €l re-
se localiza en el nucleo de la ce-

te eniazado a la cromatina (152,307)
nlace aumenta cuando se forma el com-

jo receptor-estradiol. El tiempo de retencién del
receptor en el nucleo se ha demostrado que es mayor
cuando la proteina estd enlazada al antiestrogeno

et

(OH-TAM) gque cuando el enlace tiene lugar con el 17-8-
estradiol (53). Esta circunstancia justifica que el
receptor no sea extraible en la fraccién citosélica

cuando se realiza el homogeneizado de un tumor de una

aciente que esta siendo tratada con antiestrégenos y

.xplica que el resultado del emnsayo sea inferior (o in-

cluso negativo) al obtenido en ausencia de tratamiento.
(El meétodo de ensayo utilizado en este trabajo se rea-

a sobre células intactas y como el estradiol despla-
za, por simples razones de afinidad quimica, al tamoxi-
feno de su lugar de enlace con el receptor la valora-

cién de la capacidad de enlace de las células para la

hormona resulta, en consecuencia, méAs real).




v otras moléculas de
16n H distintas ¢ xifeno han demostrado,
ocasiones, un efec i s0: cen receptor posi-

tivo a %u que inicialmen caracterizados
. Puede ser esto con-

enlentecimiento del ritmo de crecimiento

por la accién farmacolégica de tales

experimento gue a continuacion descri-

bimos intenta demostrar que en la linea celular tumoral
mamaria hormono-independiente EVSA-T (168) es posible
detectar receptores de estrégenos, cuando la manipula-

cién del cultivo consigue enlentecer su crecimiento.

Metodologicamente el experimento es anaAlogo a
os realizados con células MCF-7. La unica diferencia
radica en que la técnica empleada para detener el

crecimiento celular ha sido, en este caso, la deplecioén

del suplemento de suero que enriquece el medio de

cultivo. El esquema de procedimiento utilizado fue el
siguiente:

1) Siembra de aproximadamente 10°% células por dis-
co. Cultivo en 2 ml de MEM + FCS en 5% COa, 37°C y sa-
turacién de humedad durante 2 dias.

2) Eliminacién del medic de cultivo y sustitucién
del mismoc por 2 ml de Dulbecco + Ham's F-12. Las

células se dejan en 2stas condiciones durante 24 horas.




y de proges-

del rescate.
Detaerminacién de ] cantidad de células
ultivo (contenido en DNA) en esos mis—

tienpo.

Lo resultados obtenidos para la evolucién ce
celulas presentes en el cultivo (Figura 4.48)
demuestran que en las primeras 18 horas, tras el cambio

de medioc, predomina la muerte celular. Entre las i8 y

horas 1a cantidad de DNA existente en el cultivo

duplica. Este fendomeno indica que todas las células
que sobreviven a la deplecién de FCS inician, y comple-
tan, la fase de sintesis de DNA entre estos tiempos.
Durante ia fase anterior (tiempo comprendido entre 0y
18 horas) las células salen del bloqueo, reparan sus
lesiones vy entran en el compartimento proliferativo.
Los resultados obtenidos para la transformacién de
Scatchard de los datos de enlace entre el estradiol y
las células EVSA-T se ofrecen en las Figuras 4.49 a
4.54. De su analisis se desprende facilmente que los
RE <on indetectables a las 0, 6 y 12 horas, siendo cla-
ramente positivos a las 18 y 24 horas y nuevamente ne-
gatives a las 30 horas. La positividad para el recep-

tor de progesterona se observa desplazada 6 horas res-
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RECEPTORES HORMONALES
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RECEPTORES HORMONALES
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mweda, =i b por demostrar si en células
sometidas a enlentecimiento metadboelico y sin-
FCS, la aplicacién del en-

intastas ofrece un resultado dis-

2 comparacién hemos llevado a

el que células depriva-

se incubaron, a las 24 ho-

nueve concentraciones distintas de

3x10-'°M) en presencia y ausencia de

de competidor frio. El rasultado

de p e comparé con el obtenido sobre un grupo
celular cul*ivado en las mismas condiciones pero en el
que no se eliminé en ningon momentc el FCS. Las Figu-
muestran claramente la positividad

(deplecién de suero para modi-

crecimiento del cultivo) y la negati-
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REPRESENTACION DE HILL DE LOS DATOS DE
ENLACE DE ESTRADIOL EN CELULAS EVSA-T

PARCIALMENTE  SINCRONIZADAS

FIG-4.58




estrogenos a las 24 horas
14,3 fmol/ug DNA ¥y

ligando y hormona

altimo o1 analisis de los datos de enlace de

con la transformaciéon de Hill (68) (Fig. 4.98)
demostrar gque existe un unico sitio de enlace

entre la proteina y el receptor (o muchos sitios, todos
ellos equivalentes deszde el punto de vista del enlace

quimico?. En efecto, la representacién de Hill es

perfc.tamente lineal y ei valor de 1la pendiente,

la existencia de fenémenos de
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CONCLUSIONES.

los resultados obtenides en el
zu comparaciéen con los datos exis-
en la literatura nos han permitido

las siguientes ~onclusicnes:

ELEMEETOS DE PRONOSTICO GENERAL EN CARCER DE

MAMA.

1.1.- Llas cifras de probabilidad de supervivencia

global (82%) y supervivencia l1ibre de enfermedad (63%)

obtenidas en laz 109 enfermas de cancer de mama objeto

de estudio, tresz afios después de finalizado el trata-
miento, son francamente satisfactorias y permiten suge-
rir la curacisn definitiva de la enfermedad en una

ierta fraccién de pacientes.

1.2.- El tamafic tumoral y el fenotipo del receptor
estrogénico se han presentado, en la serie de pacientes
analizada, como indicadores de pronéstico de valor fun-
damental. La probabilidad de supervivencia global (Ped
y suvervivencia libre de enfermedad (Pe.) han ofrecido,
en efecto, valores significativamente inferiores en pa-

cientesz RE- y enfermas con tumores de diametro superior




quellas que exhibieron el fenotipo

de diametro inferior a 5 cm.

de que en pacientes RE- =l

estadc axilar N+ no guarden entre

=i relacién alguna indica que en tales pacientes el

roceso de diseminacién es independiente del tamafio del

Ello -onfiere al fenotipo RE- un valor pronos-

influencia pronsstica ejercida por uno y 0O°
tro factor (tamaflo tumoral y fenotipo de receptor’) pue-
de considerarse independiente entre si, toda vez que no

ha sido posible demostrar la existencia de una relacién

de depencencia u orden causal entre dichos factores.

1.4.- La presencia de tumor en los linfaticos de 1la

axila no ha supuesto efecto deletérec alguno sobre la

probabilidad de supervivencia global respecto de la

prevista para la =ituacién N-. Este hecho, que contra-
dice abiertamente una nocién ampliamente compartida,
tiene a nuestro juicio res tipos distintos de explica-
cién: a) algunos de los casos considerados N- han pedi-
do ser falsos N- (diseccién axilar insuficiente); b) el
control de las recidivas ha podido revelarse eficaz; ¢)
el tiempo transcurrido (3 afios) es, quizas, insuficien-

te para la aparicidn de diferencias significativas.




ncia libre de sin-
en cambio, significativamente
1a invasion tumoral de los linfaticos de

omo entre el diametro tumoral y el estado
ilar N-/N+ no se ha objetivado relaciéon de dependen-
cia alguna y tampoco se ha podido establecer una aso-
n significativa entre fenotipo tumoral RE+/RE- ¥y

concluir que la influencia pronés-

endiente, también, de la de los o-

La independencia, en el orden pronéstico, de

los factcres tamafio tumoral, fenotipo del receptor y

estado axilar no es, sin embargo, absoluta. Varios he-

choe confieren consicstencia a esta afirmacién: a) en
la probabilidad de la invasién axilar
significativamente, con el diametro tumoral; b)

en pacientes con timores de diametro superior a 5 cm la
probabilidad de existencia de un acusado grado de inva-
si6n axilar (N ? 4) es mayor, en términos estadisticos,
que la exis*ente en tumores de menor diameiic; c) del
mismo modo, en pacientes RE-, la probabilidad de afec-
tacién axilar (N+) es superior a la observada en el
subgrupoc de pacientes con fenotipo RE+. Las diferen-

cias estadisticas encontradas han sido significativas.




enciacién tumoral ejerce, asi-

como elemento de pronostico

Los resultados de nuestro

que los valores de Ps ¥

znificativamente menores en pacientes

-ue en enfermas con tumores grado I/II. La
iisticamente significativa, existente

y diametro tumoral superior a 5 cm im-

nc obstante, al grado el caracter de

variable pronéstica independiente.

1.8.~ La inexisteuncia de relacién entre grado histo-
léogico y fenotipo de receptor emn las enfermas de nues-
tra serie es un hecho para el que, teniendo en cuenta
la coincidencia de opiniones y los datos publicados en

contra, no tenemos explicacién convincente.

1.6.- Determinados datos de observaciéon relativos a
los aspectos hormonales del cancer de mama han podido
cer confirmados en el curso de la investigacion reali-
zada. Destacan entre eilos: a) la mayor frecuencia de
las asociaciones RE+/Postmenopausia, RE-/Premenopausia;
b) la relacién de dependencia existente entre los feno-
tipos RE+/RPg+; c¢) el mejor pronostico, establecido en

términos de Ps y Pe, de las pacientes RE+/RPg+ respecto

del que ofrecen las enfermas portadoras e tumores RE-

f/RFE' .




ACTIVIDAD PROLIFERATIVA CELULAR Y HORMONODEPEN-

DENCIA TUMORAL.

ie proliferacion de

poblacién hormonodependiente MCF-7,

cultivados en monocapa y en situacién de sincronizacion

inducida por hidroxitamoxifeno, resulta

ramente por la accisn del estradiol.

hemos podido demostrar que los meca-

niemos a través de los cuales se ejerce este efecto

zon, fundamentalmente, dos: a) el reclutamiento de ceé-

lulas quiescentes de la poblacién; b) el acortamiento

del tiempo de ciclo celular consecutivo a la progresién

cincronizada de una gran parte de los componentes celu-
lares de la poblacion.

2.2.- La presencia en los cultivos celulares MCF-7 de

factores promotores del crecimiento celular distintos

del estradiol (EGF en nuestro caso) no modifica sensi-

blemente la actividad proliferativa de la poblacién.

Eventualmente y durante periodos de tiempo muy precisos

el EGF puede potenciar la accién del estradiol endégeno

integrante del medic de cultivo ‘utilizado para el

"rascate” de las células.

El ensayo de receptores hormonales sobre célu-

intactas aplicadc a los elementos en la poblacién




eoncentracten dih=
progesterona

cambios a

actividad proliferativa de la pobla-
tracicn intracelular del receptor pare-
En efecto, ia con-

para estradiol alcanza un valor
caracterizadas pbr una cinética

celular lenta v, precisamente, en la

fase del ciclo celular (Go-G\) de cuya prolongacién se

enlentecimientc, y cae a valores minimos,
i =cretac, cuandeo las células progre-

divisorio.

En ausencia de estradiocl y en la fase de sinte-

del ciclo celular el estado de equilibrio pro-
ablemente existente entre los procesos de sintesis y
degradacion ¢ raceptor estrogénico se resuelve clara-
primeros. Cabe concluir, por

ello, que =R j modula la sintesis de su propio
receptor en ) inversamente dependiente de su

concentracién.

intracelular del receptor de

vuaimente, una cierta depen-




cierta funcion metabélica. Como en
la concentracién del receptor estrc-

conclusién parece evidente: la sin-

ssterona "“consume" receptor

ncia en los cultivos celulares de fac-
tor de crecimiento no estrogénicos (EGF) modifica las
condiciones de sintesis y degradacién de los receptores
de estrégenos y progesterona. El ~ambio mas significa-

tivo para el receptor de estrogenos consiste en una

aceleracisén, sin alteraciones cuantitativas, de ambos

procesos. La sintesis del receptor de progesterona pa-

rece, en cambio, quedar inhibida por la accisén del ci-

fenémeno gque liga la expresion cuantitativa

del fenotipo del receptor hormonal con la actividad
prcliferativa celular parece ser, Ppor otra parte, de
orden general. Sélo asi puede explicarse, efectivamen-
te, que cambios en la cinética de proliferacién de ce-
lulas hormonoindependientes (EVSA-T) puedan estar aso-
das con la presencia en los cultivos, de receptor de

estradiol y progesterona que modifican su concentracién




BXT

alcanza su expresién maxima durante

lentecimiento del ciclo mitético resulta posible con-

\E+ deben en-

de mama RE+ deben ma-

celulares dotados de escaso po-

caontradictaria.
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