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INTRODUCCION.

El cáncer  de mama es , s in  duda  a lg u n a ,  el que con 

mayor frecuenc ia  padece la  mujer en los p a íse s  o cc iden ta les .  La 

in c idenc ia  de e s ta  neo p las ia  va  aum entando en lu g a r  de dism i— 

num ir. Aproximadamente, una de c a d a  trece  mujeres co n tra e rá  

e s ta  enferm edad, que a d o p ta rá  la  forma d isem inada m etas tás ica  

en 60-70% de la s  p ac ien te s ,  lo que in d ic a  la  g ra v e d a d  del p ro ­

ceso.

P a ra  a b o rd a r  es ta  fase  a v a n z a d a  de la  enferm edad 

se dispone básicam ente  de dos tipos de te r a p é u t ic a :  la  quimio­

te r a p ia ,  m ediante productos citotóxicos y la  te ra p é u t ic a  hormo­

n a l .

1 . -  BASES HISTORICAS DE LOS RECEPTORES HORMONALES ESTEROIDEOS.

La m anipulación  em pírica del sistem a endocrino p rece­

de en más de 100 años a una comprensión ra c io n a l  de los meca— 

nismos de acción hormonal.

Ya en 1835 COOPER (1) en cu en tra  v a r iac io n es  c íc l ic a s  

en el tam año del cán cer  de mama co incid iendo con la s  fases  del 

c iclo m en stru a l .
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La in troducción  de p a u ta s  endocrinas  en el tra ta m ien  

to del cán cer  de mama se remonta a f in a le s  del s ig lo  p asad o  a 

ra íz  de la  observación  de BEATSON (2) quien comprobó que en — 

a lg u n a s  ocasiones t r a s  la  ovariectom ía se p roduc ía  una  c la r a  r£  

g resión  del tumor. Aunque es ta  e x p e r ien c ia  tuvo lu g a r  an tes  de 

la  in d iv id u a l iz a c ió n  química de la s  hormonas sexuales  el in v es t t  

gador ya  sospechó que dicho procedim iento q u irú rg ico  a l t e r a b a  -  

el medio hormonal en el cu á l  se d e s a r ro l la b a  el tumor.

En 1957 ELLIS (3) comprueba que la  adm in is trac ión  -  

de estrógenos a pac ien tes  jóvenes podía  p rovocar un aumento del 

tamaño tum oral y que, por el c o n tra r io ,  e s ta  adm in is trac ión  se 

seguía  de una  disminución del crecim iento en la s  p ac ien tes  p o s t-  

m enopaúsicas.

El a is lam ien to  de la s  hormonas es trogén icas  c r i s t a l i ­

n as  de los ovarios  de ce rd as  supuso un avance  s ig n if ic a t iv o .  En 

la  e ra  moderna de la  te r a p ia  endocrina  se ex tiende el concepto -  

de que la s  hormonas pueden in f lu i r  en el crecimiento del c án ce r .  

HUGGINS (4) m uestra  que la  orquidectom ía o la  adm in is trac ión  de 

estrógenos c au sa  la  reg res ión  del cán c e r  p ro s tá t ico  del p e rro .  E_s 

te mismo a u to r ,  posteriorm ente comprueba que la  adrenalec tom ía  -  

es e fec tiva  después de la  re c a íd a  t r a s  la  ooforectomía en p ac ien ­

tes  con cán cer  de mama m etastás ico  (5) .  En 1967 este mismo au to r  

(6) re f ie re  en una pub licac ión  que: "el cán cer  no es necesariam en 

te autónomo, n i es o b lig ad a  su pe rp e tu ac ió n  de m anera in t r ín s e c a .  

Su crecim iento puede se r  sostenido y p ro p ag ad o  por la  fu n -  —



-3 -

ción hormonal en el huésped".

LUFT Y OLIVERCRONA (7) fueron  los prim eros que o b se rv a ­

ron que la  hipofisectom ía in d u c ía  rem isiones s im ila res  a la s  ob ten i­

das  por la  ooforectomía y ad rena lec tom ía  en m e tá s ta s is  por ca rc in o ­

ma de mama. Estos re su ltad o s  fueron confirmados por otros au to res  

posteriorm ente (8).

A la  luz  de estos conocimientos se c la s if ic a ro n  los cánce­

res  de mama en hormonodependientes y horm onoindependientes, pero 

no se d ispon ía  de una  determ inación o p ru eb a  de la b o ra to r io  p a r a  

p re d e c ir  c u á l  s e r ía  la  s e n s ib i l id a d  de los mismos a l  tra ta m ien to  — 

hormonal.

El tra ta m ien to  endocrino farm acológico o a b la t iv o  e ra  efe£ 

t ivo  sólo en un te rc io  de todas  la s  p ac ien te s  con cán ce r  de mama -  

av an zad o .  Si a la  im posib ilidad  de p rev ee r  la  re sp u e s ta  se añad e  

el pequeño pero v a lo ra b le  po tencia l de m orb ilidad  y m orta lidad  de 

la  ovariectom ía o h ipofisectom ía, se comprende que ráp idam en te  se 

p u s ie ra n  en m archa una  am plia  gama de in v es tig ac io n es  encam ina­

das  a id e n t i f ic a r  cu á les  e ran  la s  c a u s a s  que determ inan  la  d is p a ­

r id a d  de r e sp u e s ta s .

GLASCOCK y HOEKSTRA (9) m arcaron  hexoestro l con t r i t io ,  

y usando  es ta  hormona en c a b ra s  obse rv a ro n  que e ra  concen trada  

y re te n id a  por ó rganos d ia n a  ta le s  como el ú tero  y v a g in a .

FOLCA (10) fue el prim ero en e v id e n c ia r  la  cap tac ió n  e£ 

t rogén ica  por el te jido  de cáncer  de mama. Demostró que cuando  -  

se in y e c ta b a  hexoestro l m arcado en p ac ien te s  que h a b ía n  sido som£
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t id a s  a ad renalec tom ía  a b la t iv a  por c án ce r  de mama, a q u e l la s  pa  

c ien tes  que respond ían  favorablem ente a e s ta  te ra p é u t ic a  m ostra— 

ban  una corre lac ión  con una a l t a  cap tac ió n  de estrdgenos rad io a£  

tivos por el tumor.

JENSEN y JACOBSON (11) h ic ieron  una  im portante  con tr ibu  

ción cuando u t i l izan d o  e s tra d io l  m arcado con t r i t io ,  con una  a l ta  

a c t iv id a d  esp ec íf ica ,  pudieron  dem ostrar  d ife ren tes  acúmulos y r£  

tención del mismo en el ú tero  y en otros te jidos  d ia n a .

MOBBS (12) encontró que los tumores mamarios de r a t a  -  

endocrino -depend ien tes ,  inducidos por d im etilbenzatraceno  (DMBA), 

re te n ía n  e s tra d io l  m arcado a l  c o n tra r io  que otros tumores autónomos 

que no lo r e te n ía n .

JENSEN Y DE SOMBRE (13) y TERENIUS (14) indep en d ien te ­

mente dem ostraron que la  unión espec ífica  de estrógenos r a d io a c t i ­

vos en la s  m uestras  de cán ce r  de mama "in  v itro"  se p ro d u c ía  en 

aque llos  tumores que te n ía n  una  re sp u e s ta  c l ín ic a  f a v o ra b le .  Estos 

experim entos in d ic a b a n  que h a b ía  dos c la se s  de canceres  de mama, 

aque llos  que m uestran  un acumulo s ig n if ic a t iv o  de e s tra d io l  m arca­

do "in  v itro "  y aquellos  que no m uestran  cap tac ión  hormonal.

TOLFT y GLORSKI (15) e s tab lecen  la  u t i l id a d  del método 

a n a l í t ic o  en la  c a ra c te r iz a c ió n  e id en tif icac ió n  de la s  su s ta n c ia s  -  

c itop lásm icas  responsab les  de la  re tenc ión  e s tro g én ica ,  los llam ados 

"recep to res  estrogénicos" (RE) en el citosol de ú tero  de r a t a .  Un -  

año después JENSEN (13) mediante a n á l i s i s  de g ra d ie n te  de sucrosa  

m uestra  que aquellos  tumores de p ac ien tes  que responden a una te
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ra p e ú t ic a  hormonal contienen RE en el c i top lasm a , m ien tras  que -  

aquellos  que no responden a la  te ra p é u t ic a  no tienen  recep to res .

Todos estos experimentos perm itie ron  d e s a r ro l la r  un mé— 

todo p a r a  d is t in g u i r  tumores hormonodependientes de tumores au tó ­

nomos sin  un ensayo p rev io  de t e r a p ia  hormonal.

La observación  de JENSEN (16) y de GORSKI (17) condujo 

a la  descripc ión  del mecanismo de acción en dos pasos: l 9, la  — 

hormona induce la  t ra n s fe re n c ia  del recep to r  desde el citoplasm a 

a l  núcleo, observación  que tam bién demostró STUMPF (18) con auto  

r r a d io g r a f í a ,  y 29, la  unión in ic ia l  del es te ro ide  a l  receptor cdtbV 

sólico da lu g a r  a una c a scad a  de transfo rm aciones  m etabólicas cu 

ya  n a tu ra le z a  e s tá  aún  hoy por a c l a r a r .

TOFT y GORSKI (15), a s í  como ERDOS (19) encu en tran  que 

el recep tor es trogénico  8S, que h ab itu a lm en te  es detectado mediante 

ex tracc ión  de b a ja  fuerza  ión ica ,  p o d r ía  ser  d isociado en comple— 

jos 4S a l  increm en tar  la  fuerza  ió n ica ,  con un aumento de concen­

trac ió n  s a l in a .

JENSEN (20) encuen tra  que el recep to r  citosólico p o d r ía  

ser transfo rm ado  en una forma 5S, c a r a c te r í s t i c a  del recep to r  nu ­

c le a r ,  por un mecanismo term o-depend ien te . ATGER y BAULIEU (21) 

dem uestran que el recep tor " transfo rm ado" m uestra  un incremento -  

de a f in id a d  por po lian iones ,  incluyendo  el DNA, en un proceso de 

ac tivac ión  térm ica .

Hasta ese momento se d ispon ía  de escasa  información so­

bre los recep tores  de p rogesterona  a c a u s a  de problemas técnicos 

en los ensayos de recep to res .
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MILGRON (22) en 1972 fue el prim ero que demostró la  -  

p re sen c ia  de receptores de p ro g es te ro n a  (RPg) en ú teros de c e rd a .  

Posteriorm ente , RAYNAUD y PHIL1BERT (23—24) emplearon una  pro— 

g e s tin a  s in té t ic a  p a r a  el es tud io  de los recep to res ,  la  cu a l  fué -  

s ig n if ica tiv am en te  más e s ta b le  que el compuesto m adre.

HORWITZ y McGUIRE (25) dem ostraron la  p re sen c ia  de — 

RPg en te j id o  de cán ce r  de mama y que la  s ín te s is  de este  recep  

to r  e ra  un m arcador de la  a c t iv id a d  de los estrógenos.

Estos descubrim ientos h an  sido confirmados y am pliados 

en pos te r io res  in v es tig ac io n es .

2 . -  BASES FISICO-QUIMICAS DEL MECANISMO DE ACCION HORMONA- 

RECEPTOR.

Numerosas inves tigac iones  r e a l iz a d a s  en los últimos años 

han  perm itido  r e u n i r  datos su fic ien tes  como p a r a  a f irm a r  que los -  

esferoides e jercen  su acción sobre los te jidos  efectores, uniéndose 

p rev iam ente  a receptores  "específicos in t ra c e lu la re s "  de n a tu ra le z a  

p ro te ica  (m acrom olécu las) . La unión de los es te ro ides  a estos re — 

ceptores t i s u la r e s  es de n a tu ra le z a  f ís ico -q u ím ica ,  semejante a la  

e s ta b le c id a  en tre  estos compuestos y la s  p ro te ín a s  t ra n sp o r ta d o ra s  

p la sm á tic a s ,  pero  con pap e l biológico d is t in to ,  puesto  que la  fun­

ción de la  macromolécula recep to ra  puede ser  a l t e r a d a  por l a ----

unión tem poral de la  hormona.

El v e rd ad e ro  pape l que re p re se n ta n  los recep tores  c e lu la ­

res p a ra  e s te ro ides  no e s tá  aún  defin it ivam en te  a c la ra d o  pero  es -
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eviden te  que desempeñan una im portan te  función en el mecanismo 

in tr ín seco  de la  acción hormonal, adem ás de su a c t iv id a d  como -  

" t ra n sp o r ta d o re s "  i n t r a c e lu la r e s .

La unión in ic ia l  del es te ro ide  a l  recep to r  citosólico dá 

lu g a r  a una c a sc a d a  de eventos m etabólicos, no totalm ente a c la ­

rados  h a s ta  el momento a c tu a l .  La in te racc ió n  en tre  el es tero ide  

y el recep to r  im plica un proceso que comprende la  unión del es­

tero ide  con la  macromolécula c i to p lasm ática  de 8 un id ad es  Sved- 

b e rg ,  la  m igrac ión  de este complejo h a s ta  el núcleo y la  forma— 

ción de un nuevo complejo con una macromolécula in t ra n u c le a r  — 

(tras lo cac ió n )  d is t in ta  de la  a n te r io r ,  por lo menos en su cons— 

ta n te  de sedim entación d ife ren c ia l  en la  u l t ra c e n tr i fu g a  (5 S). La 

t ra n s fe re n c ia  a l  núcleo del complejo recep to r  c itop lásm ico-estero i— 

de es term odependiente  y req u ie re  una  tem p era tu ra  de 25 -  a 379 C.

La unión del este ro ide  a l  recep to r  citoplásm ico perm ite -  

a l  prim ero l l e g a r  a l  núcleo p a r a  e s tim u la r  a l l í  -u n a  vez unido a l  

recep tor n u c le a r -  la  s ín te s is  de ácido  r ibonucle ico  (RNA).

Por tan to  la  v e rd a d e ra  "hormona" con a c t iv id a d  b io lóg i— 

ca no es n i el es te ro ide  ni el recep to r  c itop lasm ático , sino el com 

piejo " re cep to r-ac t iv ad o "  con el es te ro ide  co rrespond ien te .

Los recep tores  ce lu la re s  son a ltam ente  específicos y de -  

l im itad a  c a p a c id a d  de unión p a r a  un es te ro ide  determ inado; son -  

incap aces  de l i g a r  a otro que ca rezca  de acción sobre ese te jido  

efector. Por ta n to ,  los receptores  in t r a c e lu la re s  son los re sp o n sa — 

bles de la  retención p re fe ren c ia l  de una  hormona en el te jido  efec-
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to r  sen s ib le  a d icha  hormona. Se admite que la  m agnitud  de la  

re sp u es ta  hormonal es p roporc ional a la  concen tración  del com­

plejo recep to r  es te ro ide  siendo máxima cuando  todos los s it io s  -  

de unión de la  macromolécula e s tá n  ocupados por la  hormona.

En la  f ig u ra  1 se describen  en esquema los d is t in  — 

tos mecanismos por los que una  hormona es te ro id ea  ejerce su a£ 

t iv id a d  b io lóg ica  en la  cé lu la  d ia n a .

Este modelo fué el prim ero dado a conocer por Jen— 

sen hace una  década

2 .1 . -  Regulación de n iveles  estero ideos en la  s a n g r e . -

Se ha  observado  que la  m ayoría  - s i  no to d a s -  de la s  

acciones de la s  d iv e r sa s  c lases  de hormonas es te ro ideas  re su l ta n  

de in te racc io n es  re la t iv am en te  s im ila res  de la  hormona con recej> 

tores en la  mama u otros te jidos  d ia n a .

Aunque es tru c tu ra lem n e te  re lac io n ad o s  y semejantes en 

el mecanismo bás ico  del recep tor hormonal, la s  d ife ren tes  c la ses  

de hormonas c a u sa n  efectos y re sp u e s ta s  muy hetereogéneas .

Las l ig e ra s  d ife ren c ias  e s t ru c tu ra le s  en tre  la s  d iv e rsa s  

c lases  de hormonas es te ro ideas  son d isc r im in a d a s  a n ivel molecu­

l a r  por la s  p ro te ín a s  recep to ra s .

Las hormonas es te ro ideas  son m ensajeros orgán icos  de -  

peso m olecular re la tiv am en te  ba jo  (aproxim adam ente 300) que a -
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pequeñas  concentrac iones  son capaces  de p rovocar  efectos en -  

determ inados tipos  de cé lu la s  d ia n a .

La fuente  remota de todos los es te ro ides  endógenos es 

el co les te ro l ,  el c u á l  se obtiene b ien  d irectam ente  de la  d ie ta ,  -  

o a p a r t i r  de la  s ín te s is  endógena, v ía  ace ta to .

Los es te ro ides  sexuales  pueden proceder -d irec tam en ­

te o por t ransfo rm ación  p e r i f é r ic a -  de otros es te ro ides  p re cu rso ­

re s ,  tan to  de la  co rteza  s u p ra r re n a l  como de la s  g ó n a d a s .  Este 

doble o rigen  hace que, cuando  se h a b la  de e s tra d io l  (E 2 ) con— 

venga  ten e r  en cuen ta  la  posib le  fuente de o r igen .

La mayor p a r te  del E2  en la  mujer joven prov iene de 

la  secreción d i re c ta  del o v ar io .  No se ha  podido p ro b a r  de ma— 

ñ era  concluyente  la  secreción d ire c ta  del E2  en la  corteza  su p ra  

r r e n a l  norm al, aunque  p a rece  se r  la  resp o n sab le  de ap ro x im ad a­

mente el 10% de la  e s tro n a  c i rc u la n te .

El res to  del E2  p rov iene de la  a rom atización  p e r i fé ­

r ic a  de los andrógenos o p recu rso re s  androgénicos  de o rigen  — 

ovárico  y c o r t ic o s u p ra r re n a l .  La m agnitud  del E2  p roducido  perj_ 

féricam ente no e s tá  aún  defin itivam ente  p re c is a d a  y depende de 

la  edad  y del es tado  c lín ico  de la  p ac ie n te .  Es im portan te  seña 

l a r  que el E2  a s í  p roducido  constituye  la  mayor p a r te  del e s tra  

diol c i rc u la n te  en la s  mujeres en la  pos t-m enopaus ia .

Ya ZONDEK (26) p revée la  p o s ib i l id a d  de la  transfoj: 

mación e x t r a g la n d u la r  de los andrógenos en estrógenos y poste­

riorm ente dem uestran  que la  ad m in is trac ió n  de hormona -  -  -
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m asculina  aumenta la  excreción u r in a r i a  de su s ta n c ia s  e s tro -  

g en icas .  Veinte años más ta rd e  WEST y cois. (27) ex p lican  es 

te fenómeno por la  transform ación  de tes to s te rona  en es tróge— 

nos a n ive l  per ifé r ico ,  g ra c ia s  a l  enzima a ro m a ta sa .

Con p o s te r io r id a d  numerosos in v es t ig ad o res  (28-30) , 

han  dem ostrado que después de la  inyección a hombres y muj£ 

res  de te s to s te ro n a ,  4 -androsteno  y d eh id ro ep ian d ro s te ro n a  mar 

cados con rad io isó topos, es posib le  a i s l a r  en la  o r in a  e s tró g e-  

nos r a d io a c t iv o s ,  confirmando la  arom atización  de los and róge­

nos. En estos t ra b a jo s  no se id en tif ican  los te jidos  re sp o n sa— 

bles donde se produce es ta  conversión .

La producción de estrógenos en la  mujer se modifica 

con la  e d a d ,  y después del c lim aterio  dism inuyen s ig n if ic a t iv a  

mente la  t a s a  de depurac ión  m etabólica , la  t a s a  de producción 

y la  concen tración  de E^ y E2  c i r c u la n te s ,  a s í  como la  excre— 

ción u r in a r i a  de los mismos (31). JUDD y cois. (32) concluyen 

que los ovario s  de la  mujer m enopaúsica seg regan  mayor c a n t i ­

dad  de tes to s te ro n a  y menor c a n t id a d  de an d rostend iona  que en 

la  p rem enopausia . GOIDIN y co is. (33) es tu d ian d o  seis  mujeres -  

m enopaúsicas, concluyen que el p r in c ip a l  estrógeno formado es -  

la  e s t ro n a ,  p roven ien te  de la  arom atización  e x t r a g la n d u la r  de la  

a n d ro s te n d io n a .

HEMSELL y cois. (34) tam bién dem uestran  que la  magni[ 

tud  de la  conversión  p e r i fé r ic a  de andrógenos en es trógenos, a u ­

menta progresivam ente  con la  edad  en hombres y m ujeres, l le g a n ­
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do a s u p e ra r  en dos a c u a tro  veces la  conversión o b se rv ad a  en 

los ad u lto s  jóvenes.

Se desconocen los mecanismos que re g u la n  la  conver— 

sión e x t r a g la n d u la r  de andrógenos en es trógenos, aunque  se ha 

señ a lad o  un aumento de es ta  conversión en c iertos  estados clínj_ 

eos como la  obesidad  (34) y el h ipertiro id ism o (35).

Aunque no se conoce con e x ac ti tu d  el ó los te jidos  don 

de se produce la  transform ación  p e r i fé r ic a  de andrógenos en es­

trógenos, se sab e , a l  menos, que é s ta  puede ten e r  lu g a r  en el -  

h íg ad o  e hipotalam o fe ta les  humanos; en cu ltivos  de f ib ro b las to s  

humanos; en el sistema neuroendocrino c e n t ra l ,  h ígado , r iñón  y 

te j ido  óseo de la  r a t a .  También se ha  demostrado que el te jido  -  

ad iposo  humano "in v itro"  conv ierte  andrógenos en estrógenos. Ite

cientem ente NIMROD y RYAN (36) confirm an que e s ta  tra n sfo rm a----

ción tiene  lu g a r  tan to  en el te j ido  adiposo abdom inal o a x i l a r  co 

mo en el de la  mama normal o tum oral y que a p e sa r  de que la  

a c t iv id a d  a rom atizan te  de la  c é lu la  g r a s a  es b a ja  (de 0 a 200 — 

p g /g  de te j ido  en 90 minutos de in cu b ac ió n ) ,  el te jido  adiposo  —

co rp o ra l  to ta l  puede ser el re sp o n sab le  de la  producción de v a ----

r ios  microgramos de estrógenos d ia r io s .

Por último, tam bién se ha  demostrado que el propio  c a r  

cinoma mamario humano es cap az  de co n v ertir  tes to s te ro n a  en e s -  

t r a d io l .  LI y cois. (37) e s tu d ia n  nueve tumores y p ru eb an  que 8 

de e llo s ,  que corresponden a mujeres prem enopaúsicas y postmeno 

p a ú s ic a s ,  son capaces  de t ra n s fo rm a r  tes to s te rona  en e s t ra d io l .
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Desconocemos la  s ign if icac ión  de la  p re sen c ia  de la  -  

enzima a rom atizan te  en los tumores mamarios, pero es posib le  

que ten g a  a lg u n a  in f lu en c ia  en el curso  de la  enferm edad, te ­

n iendo en cuen ta  que los estrógenos producidos localmente ejejr 

cen efectos f isio lógicos d irectos dentro  de la s  c é lu la s  en la s  -  

que han  sido formados.

Los p o rcen ta jes  de conversión p e r ifé r ic a  de an d ró g e— 

nos en estrógenos son b a jo s ,  pero la  im portancia  f is io lóg ica  de 

e s ta  transfo rm ación  debe ser e v a lu a d a  ten iendo en cu en ta  que 

los p r in c ip a le s  andrógenos c i rc u la n te s  (d eh id ro ep ian d ro s ten d io -  

n a ,  an d ro s te n d io n a ,  y tes to s te rona)  se producen en t a s a s  de -  

m iligramos y los estrógenos en cambio lo hacen en microgramos.

Las hormonas e s te ro ideas  c irc u la n  por la  co rr ien te  san  

g u in ea  u n id a s  predom inantemente a p ro te ín as  p la sm á tic a s ,  ta le s  

como la  a lb ú m in a , g lo b u lin as  espec íficas  de unión a e s te ro ides  -  

y a l f a - f e to p ro te ín a , cad a  una de la s  cua les  t ien e  una  a f in id a d  y 

c a p a c id a d  c a r a c te r í s t i c a s  (38).

Estas  macromoléculas l ig a d o ra s ,  se p re se n ta n  f recuen te ­

mente en a l ta s  concen trac iones, y v a r ía n  en a f in id a d  desde muy 

déb il  a muy fue rte  (Kd 10”^ a Kd 10 ^  M) (39). E llas  pueden -  

r e s t r in g i r  la  c a n t id a d  de hormona l ib re  d ispon ib le  p a r a  u n irse  -  

a l  recep to r ,  y como consecuencia , ju eg an  un p a p e l  im portan te  en 

la  d inám ica  horm ona-recep tor.

Las concen traciones  de hormona u n id a  más hormona l i ­

b re  en la  san g re  v a r í a n  desde c i f ra s  muy a l t a s ,  de ap ro x im a d a ­
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-7mente 10 M, p a r a  el cortiso l a más b a ja s ,  aproxim adam ente -  

de 3 x 10 ^  M p a r a  el e s tra d io l  (38).

Los estrógenos y andrógenos son t ra n sp o r ta d o s  en su 

mayor p a r te  por la  g lo b u lin a  l ig a d o ra  de te s to s te ro n a -e s t ra d io l ,  

m ien tras  que el co rtiso l y p rogeste rona  c irc u la n  unidos p r in c i— 

pálm ente a la  g lo b u lin a  l ig a d o ra  de co rtico ides, l lam ad a  t r a n s ­

c o r t in a .

La competición de co rtiso l y p rogesterona  por la  glo 

b u l in a  l ig a d o ra  de corticoestero ides  puede in f lu i r  la  unión fra£  

c ionada  de c a d a  uno de estos es te ro ides  (40).

P a r te  de la s  hormonas e s te ro ideas  c i rc u la n  u n id a s  a 

la  a lbúm ina , y aunque  la  fracción  de unión es e s c a sa ,  debido a 

la  b a ja  a f in id a d ,  la  g ra n  c a n t id a d  de albúm ina p la sm á tica  y -  

la s  e sc a sa s  v a r ia c io n e s  de la  misma hacen que és ta  desempeñe -  

un efecto n iv e lad o r  sobre la  fracción  es te ro idea  no u n id a .

Una de la s  funciones de la s  p ro te ín as  l ig a d o ra s  de 

es te ro ides  es el t r a n sp o r te  de la  hormona específica  en es tado  

de un ión , ac tu an d o  como un re se rv o rio  desde el cu a l  la  hormo­

na a c t iv a  puede se r  m ovilizada ráp idam en te  por d isoc iac ión  — 

cerca  de la  c é lu la  d ia n a .

Las p ro te ín a s  l ig a d o ra s  de este ro ides tam bién con­

se rv an  y p ro tegen  a los mismos con tra  el a ta q u e  enzim ático, 

e v i tan  la  adsorción  a la s  p a red es  de los vasos sangu íneos  y 

la  p ro tegen co n tra  la  excreción re n a l  y m etabolización h e p á ­

tic a  (40).
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Los estrógenos y p rogeste rona  no req u ie ren  una  con­

v ers ión  m etabólica p a r a  r e a l i z a r  su a c t iv id a d  b io ló g ica ,  pero 

el metabolismo puede e s ta r  im plicado en la  in te rco n v ers ió n  de 

la s  d iv e rsa s  formas de estrógeno y en la  e lim inación de la  -  

hormona de los te jidos  d ia n a  (41).

2 .2 . -  Unión o d ifus ión  a t ra v é s  de la  membrana c e l u l a r .

La m ayoría  de in v es t ig ad o res  es tán  de acuerdo  en que 

la  e n t r a d a  de los es te ro ides  en el in te r io r  de la s  c é lu la s  desde 

el espacio  e x t r a c e lu la r  se produce por mecanismo de d ifu s ió n .

GURPIDE y WELCH (41) e s tu d ia ro n  la  d inám ica de ca p ­

tación  y encon tra ron  que los te jidos  d ia n a  y no d ia n a  acum ula­

ban es te ro ides  con ig u a l  f a c i l id a d ,  en una c a n t id a d  proporcio— 

n a l  a la  concen trac ión  del es te ro ide , sug ir iendo  un mecanismo -  

de d ifus ión  sim ple. Sin embargo, la  p o s ib i l id ad  de que en la  — 

membrana p la sm á tica  de la s  c é lu la s  d ia n a  e x is ta n  s i t io s  especí­

ficos de reconocimiento no ha sido ex c lu id a .

ZANKER y co is . (42) proponen que la s  m embranas plajs 

m áticas de la s  c é lu la s  de cáncer  de mama contienen recep to res  -  

de a f in id a d  y c a p a c id a d  re la tiv am en te  a l ta s  ( Kd = 6 ,3  x 10 ^ )  

que aparen tem ente  t r a b a ja n  en colaboración  con los recep to res  de 

a l ta  a f in id a d  y b a ja  c a p a c id a d  descritos  en el c itoso l.  Ellos pos 

tu la n  que estos recep to res  de membrana po d rían  r e a l i z a r  una fun 

ción m oduladora .
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2 .3 . -  Unión a los receptores c i top lásm icos .

La hormona, una vez en el c i top lasm a, sólo ac túa  en 

aquellos  te jidos  d ia n a  cuyas  c é lu la s  poseen un sistem a de r e — 

ceptores con un a lto  g rad o  de espec if ic idad  e s t ru c tu ra l  p a ra  la  

unión e sp ec íf ica ,  y una  e levada  a f in id a d ,  frecuentem ente del oj: 

den de 10

Las p ro te ín a s  recep to ras  se encu en tran  en d is t in ta s  — 

concen traciones  según los te j id o s ,  y por lo ta n to ,  p o s ib i l i ta n  — 

una g ra n  v a r ie d a d  de s itios  de unión (500 a 20.000) p a ra  la  — 

hormona efectora  (43).

T ras  su e n t r a d a  en la  cé lu la  d ia n a ,  la  hormona puede 

u n irse  o b ien a su recep tor citoplasm ico específico , o bien a o- 

tros s it io s  de unión de b a ja  a f in id a d ,  como son la s  uniones a -  

d is t in ta s  p ro te ín a s ,  y a veces, una  de term inada hormona puede 

in te ra c tu a r  con más de un recep tor de a l t a  a f in id a d .  BAUL1EU 

(44) demostró que el e s tra d io l  in te ra c tú a  con receptores de a n — 

drógenos con una Kd de aproxim adam ente 3 nM, m ien tras  que se 

une a l  recep to r  de estrógenos con una Kd de 0,1 nM.

V arias  hormonas pueden u n irse  a una  c lase  de recep— 

to r ,  y la s  concentraciones de recep to r  pueden v a r i a r  ampliamen­

te según d ife ren tes  condiciones, t a le s  como cambios en el ciclo  -  

m en stru a l .

La unión específica  o s a tu r a b le  puede ser  c a lc u la d a  — 

su s tray en d o  la  unión no específica  o no s a tu ra b le  de la  unión -
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to ta l  o s it io s  tan to  específicos como no específicos (F ig . 1). 

Cuando se añ ad e  a la  cé lu la  un exceso de l ig an d o  competitivo 

no m arcado jun to  con la  hormona m arcada , el es te ro ide  no mar 

cado ocupa esencialm ente toda la  c a p a c id a d  lím ite (s it io s  v e r ­

daderos del receptor) pero no a l t e r a  la  unión dej^stero ide mar 

cado a los s it io s  no específicos de b a ja  a f in id a d .

Los v a lo res  ca lcu lados  a p a r t i r  de estos experimentos 

de unión pueden u sa rse  p a ra  c a lc u la r  el número to ta l  de s itios

de unión y la  Kd o constan te  de d isociac ión .

La Kd mide la  a f in id a d  del recep tor por el es te ro ide  

y es aproxim adam ente la  concentración de es te ro ide  l ib re  en la  

que se s a tu r a n  la  mitad de los recep to res .  Es la  rec íp roca  de 

la  cons tan te  de asociación  y puede ser  ob ten ida  a p a r t i r  de u -  

na g rá f ic a  de S ac tchard  (45) o desde c u a lq u ie r  otro método de 

a n á l i s i s  de d a to s .

La forma fis io lóg ica  que adopta  el recep tor después -

que los estrógenos e n tra n  en la  cé lu la  d ian a  es actualm ente  in

c ie r ta .  Factores  ta le s  como la  fuerza  ió n ica ,  te m p e ra tu ra ,  p r e ­

sencia de molibdato, o enzimas in h ib id o re s ,  como por ejemplo, 

la  le u p e p t in a ,  pueden hacer  que el recep tor se h a l le  en una  -  

c ie r ta  forma, o que se in te rc o n v ie r ta  en tre  v a r i a s  formas mole­

c u la re s ,  de la s  que c u a lq u ie ra  o n in g u n a  p o d r ía  ser  el v e rd a ­

dero recep to r  endógeno (46). Los d iversos  tipos  de recep tor pue 

den ser sep a rad o s  por muchas técn icas ,  incluyendo la  c e n tr i fu ­

gación a t ra v é s  de g ra d ie n te s  de suc rosa .  La proporción de — 

p ro te ína  sedim entada por un id ad  de campo de g ra v i ta c ió n  es —
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-13e x p resad a  en un idades  Svedberg (S) (1 S = 10 segundos).

SHERMAN y cois. (47) usando  tampones que contienen 

molibdato en condiciones que minimizan la  p ro te o lis is ,  han  des 

c r i to ,  t r a s  la  fase in ic ia l  de e n t ra d a  de la  horm ona, una con­

f ig u rac ió n  de receptor de 10-11 S, de mayor tam año que la  de£ 

c r i ta  previam ente  de 8 S. Estos au to res  han  detectado am plias  

v a r iac io n es  en los n iveles  de enzimas pro teo líticos  en los c i to -  

soles tum ora les , incluyendo el a c t iv a d o r  del p lasm inógeno, que 

podría  c o n tr ib u ir  a la  escisión del recep tor d ire c ta  o in d ire c ta  

mente a t r a v é s  de la  acción de cimógenos.

WITTLIFF y SAULOV (48) han  propuesto  que la  p resen ­

c ia  de un mayor complejo recep tor se asocia  con un pronóstico -  

clín ico  más fav o rab le .  La a p a re n te  co rre lac ión  de predominio de 

recep tores  de menor tam año, de velocidad  de sedim entación más 

b a ja ,  con un peor pronóstico c lín ico , puede responder a  un a u ­

mento de la s  p ro te a sa s ,  ta le s  como el a c t iv a d o r  del p lasm inóge­

no, o a  su a c t iv id a d  en los tumores a ltam ente in v a s iv o s .  Sin — 

embargo, la s  formas mayores del recep tor (8-11 S) pueden ser -  

ag regados  de u n idades  de recep tores  o de v a r i a s  p ro te ín a s  d ife­

ren tes  (47).

NOTIDES y cois. (49) han  pub licado  uno de los a n á l i— 

sis  más completos de receptores c itoplásm icos. Usando la  técnica  

de g ra d ie n te  de sucrosa  y la  c rom atografía  con Dietilam inoetanol 

(DEAE-celulosa) p a ra  receptores  de estrdgeno p arc ia lm en te  p u r if t  

cados de ú tero  de te rn e ra ,  concluyeron que el receptor no a c t iv a



-18-

do es un mónomero con un peso m olecular de 7-8 x 10^ y un — 

coeficiente de sedimentación de 4 S. Después de reacc ionar  con

el estrógeno , el complejo RE sufre  un cambio c o n fo rm a c io n a l----

" tran sfo rm ac ió n "  dependiente de la  te m p e ra tu ra ,  que se asocia  

con la  "ac tivac ión"  del receptor y una mayor a f in id a d  por la s  

uniones n u c le a re s .  Estos au to res  creen  que el recep tor ac tiv ad o  

es un dímero que tiene un peso m olecular de 13-14 x 10^ y un 

coeficiente de sedimentación de 5 S.

THAMPAN y CLARK (50) han  descrito  la  p re sen c ia  de -  

una p ro te ín a  en el citosol de ú tero  de r a t a ,  la  cu a l  forma un -  

complejo con la  forma 4S del recep tor p a r a  p ro d u c ir  la  forma -  

5S a c t iv a d a .

La c iné tica  de disociación  de la  hormona respecto  del 

receptor p roporciona un modelo sensib le  p a r a  la  medida de la  -  

ac tivac ión  del recep to r.  La ve loc idad  de d isociac ión  de una ho£ 

mona de su complejo receptor ac tiv ad o  es un in d icad o r  de la  e -  

fec t iv id a d  con que es ta  hormona en p a r t i c u la r  m antiene a l  re c e £  

tor en el es tado  ac tiv ad o .

La d isociación del é s tra d io l  de su recep tor ocurre  en -  

dos fases  (49). La p rim era  fase  exponencia l r á p id a ,  se debe a 

la  b a ja  a f in id a d  del é s tra d io l  por el recep tor no ac t iv ad o ,  mien 

t r a s  que la  segunda , mucho más le n ta ,  t ra d u c e  una mayor afinj_ 

dad  por el estado  ac tiv ad o  del recep to r .  La unión del é s t ra d io l ,  

por ta n to ,  cam bia el eq u i l ib r io  desde un es tado  de menor a f in i— 

dad a otro ac tivado  de a l ta  a f in id a d .
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E1 progresivo  aumento de la  a f in id a d  con la  a c t iv a — 

ción sug ie re  que el receptor de estrógeno puede tener  in t e r a c ­

ciones a ltam ente  coopera tivas  ba jo  condiciones de eq u i l ib r io  de 

unión. Los tiempos medios de los es tados  del recep tor ac tiv ad o , 

es tud iados  por WEICHMAN y N0T1DES (51) "in  v itro"  a 259 C, -  

fueron de 170 minutos p a ra  el é s t r a d io l ,  40 minutos p a r a  el e£ 

t r io l ,  y 3 minutos p a r a  la  e s tro n a .  Los es tud ios  "in  v ivo", tam 

bien re a l iz a d o s  por e llos, m ostraron que el tiempo de retención 

n u c lea r  p a r a  el complejo re c e p to r-e s tra d io l  ac tiv ad o  e ra  de 12 a 

24 h o ra s ,  m ien tras  que el tiempo de retención del complejo rece£  

to r -e s t r io l  ac tivado  e ra  solamente de 6 h o ras .

Varios in ves tigadores  han  sugerido  que la s  m últip les  -  

formas de RE detectados en cán cer  de mama humanos pueden d£ 

berse a la  deg radac ión  de recep tores  n a t iv o s .  SHERMAN y cois. 

(52) han  mostrado que los RE deg rad ad o s  por p ro te a sa s  endóg^e 

ñas  a "m erorreceptores" de peso m olecular más ba jo ,  contienen 

sitios  de unión citoplásmicos p a r a  la s  hormonas, pero carecen  -  

de s itio s  de unión n u c lea re s .  PUCA y cois (53) descubrieron  en 

el ú tero  de te rn e ra  un fac to r  de " transfo rm ación  del receptor" -  

parc ia lm en te  pu r if icad o  que e ra  responsab le  de la  d eg radac ión  

del recep to r  de estrógenos a un tam año menor.

T1LZER y cois. (54) consiguen la  deg rad ac ió n  de RE 

con a l t a s  concentraciones de c lo ru ro  potásico  y b a ja s  concentra  

ciones de c lo ru ro  cálc ico . Dicho a u to r  tamebie*n encuen tra  que -  

la  le u p e p t in a ,  el in h ib id o r  de la  p ro te a sa ,  p roporciona pro tec— 

ción fren te  a la  p ro teo lis is  solamente a a l t a s  concentrac iones,
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m ientras  que el molibdato sódico ac tú a  mejor a b a ja s  concen— 

tra c io n e s .

Estos experimentos sug ie ren  que los recep tores  de es -  

trdgenos son unas  p ro te ín a s  re la tivam en te  f rá g i le s  que pueden 

ser parc ia lem nte  d e g ra d a d a s  si no se p ro tegen .

2 .4 . -  Sitios a c e p to re s .

Después de e n t r a r  en el núcleo c e lu la r  el complejo -  

recep to r-es tró g en o  5S, se une a posib les  s it io s  "acep to res"  en 

la  c rom atina  (55), donde el complejo hormona recep to r  ac tiv ad o  

modifica la  expresión  de genes específicos en un locus d ife ren ­

te de los cromosomas llam ado s it io  "efector".

KALLOS y cois. (56) usando  cé lu la s  tum orales  de ma­

ma en cuyo DNA se h a b ía  su s t i tu id o  brom uracilo , m ostraron que 

la  unión a l  recep tor aum entaba cuando la s  cé lu la s  e ra n  expuej, 

ta s  a ra d iac io n es  de longu itud  de onda cerca  a la  luz  u l t r a v i£  

le ta  (312 nm). Estas  in d u c ían  la  formación de en laces  co v a len -  

tes c ruzados en tre  el recep tor y el DNA, fenómeno que sug ie re  -  

que el DNA juega  un p ap e l  im portante  en la  unión n u c le a r .

Recientemente dos grupos de in v es t ig ad o res  h an  sugerí^ 

do la  unión p re fe ren c ia l  de los receptores  hormonales estero ideos 

a secuencias  espec íficas  del DNA.

PAYVAR y cois. (57) dem ostraron que recep tores  de glu  

cocorticoides ac t iv ad o s ,  parc ia lem nte  p u r if ic a d o s ,  se u n ían  selec
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tivam ente  "in  v itro"  a un fragm ento clonado de v i ru s  de tumo 

res  mamarios murinos. El po rcen ta je  de t ra n sc r ip c ió n  a p a r t i r  

del fragm ento clonado de DNA se increm entaba considerablem en 

te  de m anera receptor dependien te .

MULVIH1LL y cois. (58) dem ostraron "in  v itro "  que -  

secuencias  espec íficas  de DNA (provenientes de genes que r e s ­

ponden a hormonas) la s  cua les  codifican  a la s  p ro te in a s  de -  

c l a r a  de huevo, e ran  reconocidas por los recep tores  de progejs 

te rona  del oviducto. Estos t r a b a jo s  son im portan tes , porque su 

g ie ren  que los receptores esteroideos pueden m odular la  t r a n s ­

c r ipc ión  a t ra v é s  del reconocimiento de secuencias  espec íficas  

de DNA s i tu a d a s  dentro  o cerca  de los genes regu lad o s  por ho£ 

monas.

Se ha sugerido  que los lu g a re s  acep tores  de los cro­

mosomas son un complejo específico de DNA y p ro te ín a s  no h i s -  

to n a s ,  a los que el complejo es trógeno-recep to r  reconoce y se 

une con a l t a  a f in id a d  (59).

También se cree que ex is ten  lu g a re s  secundarios  p r£  

sentes  en g ra n  número en la  c rom atina  donde el complejo ER -  

puede u n irs e  con más b a ja  a f in id a d .  Estos s it ios  de b a ja  a f i ­

n id a d  pueden s e rv i r  p a r a  aum entar  a l  máximo la  oportun idad  

de que se produzca la  unión de los complejos a s it io s  acep to -  

res  p r in c ip a le s .

SPELSBERG y cois. (60) después de numerosos y so— 

f is t icad o s  experimentos usando  el sistema del oviducto  de pollo
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dem ostraron que un grupo  de p ro te ín a s  á c id a s  no h is to n as  l ia  

m adas AP3, p a re c ía n  se r  la s  más efec tivas  en co n fe r ir  la  c a ­

p a c id a d  de unión a la  c rom atina . Sin embargo, o tros au to res  

(56) su g ir ie ro n  que la s  h is to n as  e s ta b i l iz a b a n  la  unión del re  

ceptor de estrógeno a l  DNA, m ediante la  p rov is ión  de determ i­

n an tes  específicos ad ic io n a les  en el cromosoma. También propu 

sieron  que la s  in te racc iones  h is to n a -recep to r  p o d r ía n  se r  en -  

p a r te  re sp o n sab le s  de la  porción del recep tor n u c le a r  que es -  

r e s is te n te  a la  ex tracc ió n  m ediante s a l .  La m ayoría  de ex p e r i­

mentos de otros  au to re s ,  sin embargo, sug ieren  que l a s  h is to— 

ñ as  no son m oléculas acep to ras  espec íficas  r e la c io n a d a s  con — 

la s  uniones n u c le a re s .

BAILLY y co is . (62) usando  el sistema de recep tor — 

glucocortico ideo  en h ígado  de r a t a  descubrieron  un in h ib id o r  -  

de ba jo  peso m olecu lar,  p resen te  en el citosol que im pedía la  

unión n u c le a r .  No se sabe si este  in h ib id o r  e s ta  p resen te  en -  

los te jidos  no d ia n a  o si se encu en tra  en otros s istem as de re_ 

ceptores hormonales es te ro ideos . Además de los s it io s  p r im arios  

de unión que se a soc ian  con los complejos RE ac tiv ad o s  que — 

son tra s lo c a d o s  a l  núcleo, llam ados s itios  t ipo  I ,  tam bién  a p a ­

recen otros llam ados tipo  II  (63).

Estos lu g a re s  tipo  II  aum entan en número después de 

la  estim ulación  con é s tra d io l ,  y parecen  c o n s t i tu ir  una  respue£  

ta  n u c le a r  espec íf ica  induc ida  hormonalmente. Los lu g a re s  tipo  

I I ,  que no son t ra s lo cad o s  desde el c i top lasm a, se h a l la n  p re ­

sentes  en c a n t id a d e s  mayores que los de tipo  I y se mantienen
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elevados d u ra n te  un mayor periodo de tiempo (63). No es tá  c ía  

ro si la  p resen c ia  de estos lu g a re s  tipo  II re p re se n ta  la  s ín te  

s is  o ac t iv ac ió n  de un nuevo tipo  de moléculas l ig a d o ra s ,  o u -  

na a l te ra c ió n  a lgo menos específica  en la  e s t ru c tu ra  de la  ero 

m atin a . El pap e l exacto de estos s it io s  de unión tipo  II en los 

tumores mamarios to d av ía  no se conoce.

2 .5 . -  Fenómenos tra n sc r ip c io n a le s  in d u c id o s .

Se p ien sa  que la  unión del recep tor a los s it io s  ace£  

tores aum enta la  velocidad  de t ra n sc r ip c ió n  de genes espec íf i­

cos, posiblem ente a l  a l t e r a r  su a f in id a d  de in te racc ión  con el 

RNA p o lim erasa .  En a lgunos s is tem as, después de la  e s tim ula­

ción e s tró g en ica ,  ap a recen  ráp id o s  aumentos en la  t r a n s c r ip — 

ción y la  mitosis se ace le ra  (64).

Los fenómenos de s ín te s is  que se producen pueden — 

q u ed a r  re s t r in g id o s  o co n s t i tu ir  el soporte necesario  p a r a  la  -  

a c t iv id a d  m etabólica aum entada de la  cé lu la  en crecim iento. La 

adm in is trac ión  de é s tra d io l  a los pollos cau sa  un ráp id o  aumen 

to en la  concentración del RNA m ensajero de la  ovoalbúm ina (65) 

e induce el crecimiento y la  d ife renciac ión  del oviducto . Además 

de la  ovoalbúm ina el estrógeno tam bién estim ula la  s ín te s is  de 

o tra s  p ro te ín a s  de la  c la r a  de huevo, ta le s  como la  conalbúm i- 

n a ,  ovomucoide y lisozima (66).

NOTIDES y GORSKI (67) usando  e lec tro foresis  en gel de 

almidón dem ostraron la  p resenc ia  de una  "p ro te ín a  in duc ida"  ej[
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pecífica  (IP) en el citosol de ú tero  de r a t a  que a p a re c ía  des­

pués de la  estim ulación e s tró g en ica .  La IP es un m arcador — 

muy ú t i l  de la  acción es trogén ica  ya que su inducción puede 

rep ro d u c irse  tan to  "in  vivo" como "in v itro"  (68), aunque su 

p ap e l en el crecimiento mediado por estrógenos es desconocido.

Una de la s  acciones más im portantes  del estrógeno -  

que puede o b se rv a rse  en la s  c é lu la s  d ia n a ,  incluyendo la s  cé 

lu la s  de cán ce r  de mama hormonosensibles, es la  inducción de 

la  a c t iv id a d  p rogeste rona  (69) que puede e s ta r  im plicada en -  

la  u l te r io r  regu lac ión  hormonal de la s  c é lu la s .

Varios in v es tig ad o res  (70-72) usando métodos enzim á- 

ticos e inmunoquimicos han  demostrado que la  p e ro x id asa  tam­

bién p arece  se r  un enzima in d u c id a  por estrógenos tan to  en -  

te jido  mamario normal como m aligno.

Después de o b se rv a r  un aumento de la  incorporación  

de tim id ina  t r a s  la  estim ulación e s tro g én ica ,  se ha documenta 

do que la  t im id in k in asa  re sponsab le  de la  fosforilización  de -  

la  t im id ina  e s ta b a  tam bién b a jo  contro l estrogénico  (73). O tras 

ac t iv id a d e s  con tro lad as  por los es trógenos, inc luyen  la  a p a r i ­

ción de p ro te ín a s  espec íficas  in t ra c e lu la re s  y se c re ta d a s ,  a s i  -  

como cambios morfológicos en la  membrana c e lu la r  (74).

La g en era lizac ión  más ú t i l  que puede hacerse  a p a r ­

t i r  de estos datos en el momento a c tu a l  es ,  que la  m ayoría de 

los efectos esteroideos e s tán  probablem ente regu lados  a n ive l -  

de la  t ra n sc r ip c ió n  p r im a r ia .  Probablem ente , u l te r io re s  in v es t í
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gaciones d e sc u b r irá n  lu g a re s  a d ic io n a le s ,  potencialm ente, regu  

la d o re s .

2 .6 . -  Procesamiento del r e c e p to r .

Cuando el é s tra d io l  e n t ra  en la  cé lu la  tum oral mama 

r i a  o en el te jido  u te r ino  sensib le  "in  v i t ro " ,  el complejo — 

hormona recep to r  recien  formado es ráp idam en te  t ra s lo cad o  a -  

los lu g a re s  acep tores  n u c lea re s .

H0RW1TZ y McCUIRE (75) sug ie ren  que los recep tores  

n u c lea re s  unidos a l  complejo horm ona-receptor citosólico , su — 

fren un procesam iento de ta l  modo que d esaparecen  el 70% de 

sus s it io s  de unión , a l  menos d u ra n te  unas  pocas h o ra s ,  t r a s  

la s  cu a les  el complejo re c e p to r-n u c lea r  ad q u ie re  un nuevo es ­

tado  de e q u i l ib r io .

Sin embargo otros au to res  (76) han  encontrado  que 

el "procesam iento" no es una d esap a r ic ió n  del recep tor n u c le a r ,  

como se h a b ía  p ropuesto , sino más b ien  una modificación del -  

recep to r  h ac ia  una forma menos soluble  en c lo ru ro  po tás ico , y 

menos in te rc am b ia b le .  La nueva forma de recep to r  m odificada -  

que ap a re c e  d u ra n te  el "procesamiento" se c a ra c te r iz a  por una 

ve loc idad  len ta  de disociación  del complejo RE y una sedimen­

tación  más r a p id a  en los g ra d ie n te s  de d en s id ad  sucrosa .

Una v a r ia n te  horm oindependiente de c é lu la s  MCF-7 no 

m uestra  este procesam iento , sug ir iendo  a s í  que este fenómeno -  

p o s t- t ra n s lo c a io n a l  e s tá  asociado con la  ac tivac ión  de los genes .
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2 .7 . -  In ac t iv ac ió n  del recep to r.

La in a c t iv a c ió n  del recep tor que s igue a la  t r a n s lo c a —

ción y a la  unión n u c le a r  a l  s it io  acep tor se cree deb ida  a la  -

desfosfo rilizac ión  del receptor se c u n d a ria  a la  acción de la  fosfa 

t a s a  n u c le a r  (77).

De la s  ex p er ien c ia s  a n te r io re s  parece  d esp renderse  que 

el recep to r  in ac t iv o  puede ser reac t iv ad o  m ediante la  fo s fo r i l iz a -  

ción de un enzima ATP-dependiente en el c itop lasm a.

Estos h a l lazg o s  sug ieren  que el recep to r  es rec ic lado  -

por un proceso de desfosfo ril izac ión  en el núcleo, seguido por una

refosfo ril izac ión  en el c i top lasm a, con tribuyendo  a s í  a la  rep o s i­

ción del recep tor c itoplásm ico.

3 . -  RELACIONES HORMONA-RECEPTOR.

El sistem a recep tor estrogénico  es sólo p a r te  de un me­

canismo hormonal complejo que in fluye  en el d e sa rro l lo  y función 

del cán cer  de mama. Se han  id en tif icad o  muchos otros recep tores  

hormonales en cu lt iv o s  de cé lu la s  tum orales de mama, ta le s  como 

recep tores  de p ro g es te ro n a ,  andrógenos, in s u l in a ,  g lucocortico i-  

des , re t in o id es ,  p ro la c t in a ,  t r a n s f e r r in a ,  fac to r  de crecimiento 

epidérm ico, c a lc i to n in a  y v it  D., pero  el p ap e l  fis io lógico espe­

c ia l  de c ad a  uno, exceptuando los de p rogesterona  no es tá  del 

todo a c la ra d o .
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4 . -  RECEPTORES DE PROGESTERONA.

La p resenc ia  de recep tores  de p rogeste rona  (RPg) en tu ­

mores RE positivos  sug iere  que estos  tumores son capaces  de s in te  

t i z a r  a l  menos un producto reg u lad o  por los es trógenos, pero  ésto 

no s ig n if ic a  que todas la s  re sp u e s ta s  in d u c id as  por los estrógenos 

estén necesariam ente  co n se rv ad as .

En muchos sistem as "in vivo" o "in  v i t ro " ,  la  adm in is­

trac ió n  de é s tra d io l  a cé lu las  e s tró g en o -sen s ib le s ,  provoca un — 

aumento de 8 a 20 veces los RPg. Los in h ib id o res  de la  s ín te s is  

p ro te ica  o del RNA bloquean este aumento (78).

La medición de recep to res  de p rogeste rona  estuvo d if i— 

c u i ta d a  por la  f a l ta  de un l ig an d o  idóneo, dado que la  p ro g es te ­

rona se une fácilmente a o tra s  p ro te ín a s  p la sm á tica s  ta le s  como -  

a la  g lo b u lin a  de unión a los cortico ides  (CBG). Este obstácu lo  

se soslayó con el descubrim iento de un nuevo p rogestágeno  s in té ­

tico el R-5020 (17,21, d im etil-19 -no r-4 ,9  p re g n a d ie n e -3 ,2 0 -d io n a ), 

que m uestra  a l t a  a f in id a d  por los recep tores  de p ro g es te ro n a ,  — 

sin neces idad  de u n irse  a p ro te ín a s  p la sm á tic a s ,  b a ja  ve loc idad  

de d isociac ión  y una  in te r fe re n c ia  in s ig n if ic a n te  con otros rece£  

tores hormonales (80).

Los RPg han  sido e s tu d iad o s  extensam ente en el sistem a 

de oviducto del pollo donde pudo p u r if ic a r se  el recep to r  en los -  

componentes A y B. Tanto el componente A como el B son p ro te í— 

ñas 4S con un peso m olecular de aproxim adam ente  79.000 y -  -  

108.000 respectivam ente  (81).
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La su b u n id ad  A se une estrecham ente a l  DNa, m ien tras  

que el componente B se une selectivam ente a complejos p ro te ín a s  

no histona-DNA y tiene  poca a f in id a d  por el DNA (61).

Cuando se p re se n ta n  como dímero AB, el s it io  de unión 

en el DNA de la  su b u n id ad  A es tá  enm ascarado . Se pos tu la  que -  

la  unión in ic ia l  del recep tor a la  crom atina t iene  lu g a r  e x c lu s i­

vamente a t r a v é s  de la  su b u n id ad  B, pero que la  su b u n id ad  A 

subsigu ien tem ente  in te ra cc io n a  d irectam ente con el DNA y estim u­

la  la  s ín te s is  del RNA mensajero (81).

HUGGINS y YANG (82) m ostraron que ta n to  el embarazo 

como la  ad m in is trac ió n  de p rogesterona  promovían el crecim iento 

de tumores mamarios de r a t a  inducidos por el D im etil-benzan tra  

ceno (DMBA). En co n tras te  con sus efectos e s tim u lan tes ,  la  pro 

ges te rona  puede c a u s a r  reg res ión  de los tumores de mama en — 

an im ales  y hum anos, y la  re sp u es ta  parece  se r  incluso  mayor -  

con una combinación de estrógenos y p rogeste rona  (83).

5 . -  METODOS DE DETERMINACION DE RECEPTORES ESTER01DE0S.

Los recep tores  esteroideos han  podido se r  cu an tif icad o s  

porque tienen  c ie r ta s  c a r a c te r ís t ic a s  que perm iten su id e n t i f ic a ­

ción. Son d e f in ib les  por la s  s igu ien tes  p rop iedades  "in  v i t ro " :

a) Ca p a c id a d  de unión l im i ta d a : La re sp u e s ta  b io lógica a una 

hormona es te ro idea  es un fenómeno s a tu ra b le .  Esto im plica que 

hay  sólamente un número lim itado de s itios  de unión en c u a l— 

q u ie r  te j ido  dado . El citosol o la  fracción  n u c le a r  de un te jido



d ia n a  asoc iado  a v a r i a s  concentraciones de es te ro ide  m arcado -  

con un isótopo perm ite c u a n t i f ic a r  la  asoc iac ión  del es te ro ide  — 

con el recep to r  h a s ta  a lc a n z a r  el e q u i l ib r io .

b) Alta a f in id a d :  Los bajos n iveles  de es te ro ides  c i rc u la n te s
—10 —8que son genera lm en te  del orden de 10 a 10 M, in d ican  que 

estos recep to res  t ienen  una a l t a  a f in id a d  por  su hormona respec­

t iv a .

c) E sp ec if ic id ad  por la  horm ona: El recep to r  p re se n ta  una a l t a  -  

a f in id a d  por una  o v a r i a s  hormonas. Esta e sp ec if ic id ad  hace que 

la  c é lu la  del te j id o  d ia n a  responda  a la  s eñ a l  hormonal a p e sa r  

de la  in te r fe re n c ia  de o tra s  señ a les .  La unión del estrógeno a su 

recep to r  es e sp e c íf ic a ,  m ien tras  que la  unión de la  p rogeste rona  

a su recep to r  es menos específica  re la t iv a m e n te ,  ya  que la  p ro ­

ges te rona  se une tam bién a los receptores  de andrógenos y de -  

g lu co co r t ic o id e s .

d) E spec if ic idad  de los te j id o s : Una re sp u e s ta  s ig n if ic a t iv a  a -

la s  hormonas sex u a le s  solo la  p re sen tan  c ie r to s  te jidos  ta le s  como 

ú te ro ,  v a g in a  y g lá n d u la  m am aria , denominados te j idos  d ia n a ,  -  

los cu a les  t ien en  un número de receptores  citop lásm icos muy eleva 

do, com parado con otros órganos que tam bién  poseen recep to res ,  

como son el h ipo tá lam o, r iñ ó n , d ia f rag m a , bazo y h ígado , pero  -  

en muy pequeña  c a n t id a d .

e) C orre lación  con la  re sp u es ta  b io ló g ic a : La unión de la  hormo

na a su recep to r  p o d r ía  ser  dem ostrada por la  am plitud  de la  -  

re sp u e s ta .  Este c r i te r io  no ha podido dem ostrarse  a cau sa  de la  

in te racc ió n  de d ife ren tes  hormonas.
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V arias  técn icas  Min v itro "  se han  d e sa rro l la d o  en los 

últimos años p a r a  d e tec ta r  y c u a n t i f ic a r  la  concentración  de -  

p ro te ín a s  recep to ra s  in t r a c e lu la re s .  Todas e l la s  con llevan :

a) Una tecno log ía  muy p re c isa ,  cap az  de d is t in g u i r  en tre  f i j a — 

ciones e sp ec íf ica s  e in esp e c íf ica s .

b) La medición de la s  a f in id a d e s  de f ijac ión  y del número de -  

lu g a re s  de un ión , estén  ocupados o no por hormona endógena, y 

re la c io n a r lo s  con la  concentración  de p ro te ín a s  o de DNA de los 

ex trac to s  o c itosoles de los te jidos  en es tud io .

c) La determ inación  de los lu g a re s  de f ijac ión  l ib r e s ,  es d ec ir ,  

no ocupados por  hormonas en el momento del es tud io  y ,  po r  lo -  

ta n to ,  cap aces  de ser m arcados directam ente por la  ad ic ión  de -  

es te ro ides  ra d io ac tiv o s  y tam bién , o aún  mejor, la  determ inación  

de la  to ta l id a d  de los lu g a re s  ocupados por la  hormona endógena, 

con la  a y u d a  de un método de in tercam bio .

En todos los métodos u ti l iz ad o s  ex is te  una  fase  común 

en la  que es necesario  el a is lam ien to  de la  fracc ión  c itop lasm áU  

ca de la s  c é lu la s .

Existen  v a r io s  métodos de e f icac ia  y r ig o r  ya  c o n tra s ­

tados  y otros nuevos que es tán  en fase  de ev a lu ac ió n .  Los más -  

am pliam ente u t i l izad o s  han  sido el de Carbón-D extrano (DCC) y /o  

g ra d ie n te  de d en s id ad  su c ro sa ,  los cua les  son conside rados  como 

los métodos s ta n d a rd .

Estos procedimientos fueron in troducidos  por JENSEN y 

McGUIRE (20,84) en los últimos años de la  década de los se se n ta .
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5 .1 . -  Método del Carbón-D extrano (DCC).

Es el método generalm ente adoptado  en la b o ra to r io s  de 

ap licac ió n  c l ín ic a  p a r a  la  determ inación de recep to res  es tero ideos , 

por su mayor rá p id e z  y su menor costo.

El método consiste  en in c u b a r  f racc iones  del citosol con 

concentrac iones  c rec ien tes  de hormona m arcad a ,  d u ra n te  18 ho ras  

a 49C. D urante  este  período el es te ro ide  m arcado se une e sp ec íf t  

camente a l  recep to r .

P ara le lam en te  tam bién se r e a l iz a n  incubaciones  de solu 

ción tampón con la s  mismas concentraciones de é s tra d io l  r a d io a c ­

tivo  que c o n s t i tu i r á n  los b lancos del ensayo.

El exceso de hormona m arcada  no l ig a d a  a l  recep tor se 

e lim ina m ediante la  adición de ca rb ó n -d e x tra n o  y po s te r io r  cen— 

tr i fu g a c ió n ,  rechazándose  el sedimento (85).

A lícuotas del so b renadan te  de c ad a  una  de la s  d i s t in — 

ta s  m uestras  in c u b a d a s  donde se en cu en tra  el complejo hormona- 

recep to r  son co n tad as  con la  ay u d a  de un con tador de centelleo  

l íq u id o .

La cu an tif ic ac ió n  se re a l iz a  m ediante el modelo matemá­

tico de S ca tchard  (45), en el que se re p re se n ta  en la s  a b c is a s  — 

la  c a n t id a d  de hormona m arcada l ig a d a  y en la s  o rd en ad as  el — 

cociente h o rm o n a -l ig ad a /h o rm o n a-l ib re ;  obteniéndose una rec ta  cu­

ya  in tersecc ión  con el eje de la s  a b c is a s  nos da  el número to ta l  

de s it ios  de unión  (receptores) y cuya  pend ien te  señ a la  la  cons­
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ta n te  de d isociac ión  (Kd) del complejo horm ona-recep tor, in d ic a n ­

do la  e sp ec if ic id ad  de la  reacc ión . Los re su ltad o s  se ex p resan  en
-15 »fentomoles (fmol = 10 M) por miligramo de p ro te ín a  c itop lásm ica .

5 .2 . -  Método de u l tra c e n tr i fu g a c ió n  en g ra d ie n te  de su c ro sa .

Este método tiene la  v e n ta ja  de dem ostrar  la s  formas mo­

le c u la re s  del recep to r  (8S y 4S) y de d e s c a r ta r  la s  uniones no es­

p e c íf ic a s .  El p r in c ip a l  inconveniente  es el e levado coste y el peque 

ño número de a n á l i s i s  r e a l iz a b le s ,  comparado con o t ra s  té c n ic a s .

En este  método, una  fracción  del c itop lasm a obtenido por 

u l t ra c e n tr i fu g a c ió n  d ife re n c ia l ,  se d iluye  h a s ta  ob tener una concen 

t ra c ió n  p ro te ica  en tre  2 y 6 mg. Se incuban  a líc u o ta s  de es ta  f ra £  

ción d u ra n te  15 minutos con é s tra d io l  no m arcado y posteriorm ente 

se añ ad e  é s t ra d io l  m arcado, p a r a  in c u b a r  seguidam ente a 4eC d u ­

ra n te  4 h o ra s .  M uestras id én tica s  son p ro cesad as  p a ra le la m e n te ,  -  

excluyendo el é s t ra d io l  no m arcado.

Después de es ta  incubación  se t r a s l a d a n  la s  m uestras  a 

un p re c ip i ta d o  de ca rb ó n -d e x tra n o ,  cen tr ifugándose  a 3.200 r .p .m .  

p a r a  e lim ina r  el exceso del mismo. Por o tra  p a r te  debe p r e p a ra r s e  

con a n te r io r id a d  un g ra d ie n te  de sucrosa  cuya concentración  v a r i a  

del 10-30%. Inm ediatam ente an tes  de que la s  d is t in ta s  fracc iones  -  

estén p r e p a ra d a s  p a r a  a p l ic a r la s  a l  g ra d ie n te ,  se añ ad e  una  pe— 

queña porción de seroalbúm ina m arcada con C-14, que a c tu a r á  como 

m arcador in te rn o .  F inalm ente se someten a u l t ra c e n tr i fu g a c ió n  du­

ra n te  16 horas  midiéndose la s  d is t in ta s  fracciones del g ra d ie n te  -
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mediante con tador de centelleo  líq u id o .

Con el método de g ra d ie n te  de su c ro sa ,  la  p resen c ia  de 

un pico de ra d io a c t iv id a d  ocupando una posición 8-9S in d ica  con 

toda se g u r id a d  la  p re sen c ia  de receptores específicos p a ra  los — 

es trógenos. La ex is ten c ia  de un pico 4-5S no es siempre hormono- 

específica  (84).

5 .3 . -  Métodos a l te rn a t iv o s .

Se h an  ap licad o  otros métodos p a r a  la  determ inación  de 

recep to res  e lim inando el recep to r  unido de la  hormona l ib re  por -  

p re c ip i ta c ió n  con Sulfato de Protam ina (86). O tras técn icas  de -  

adsorción  y p re c ip i ta c ió n  inc luyen  la  adsorc ión  del recep tor median 

te f i l t ro s  de in tercam bio  iónico; adsorción  del recep to r  m ediante -  

- la  h id ro x i la p a t i t a  (87), y finalm ente elim iando el es te ro ide  l ib re  

m ediante an ticu e rp o s  an ties te ro ideos  (88). Todos e llos tienen  ven 

t a j a s  y d e s v e n ta ja s ,  pero no e s tá n  lo suficientem ente comproba­

dos p a r a  su u ti l iz ac ió n  r u t i n a r i a .

5 . 4 . -  Métodos Histoquímicos.

La detección h is to lóg ica  de la s  hormonas e s te ro id eas  y 

de los recep to res  específicos en te jidos  morfológicamente in tac to s  

perm ite v i s u a l i z a r  la  cap tac ió n ,  t ra n sp o r te  y d is tr ib u c ió n  de la s  

hormonas y en tender  de forma más completa l a s  in te racc iones  — 

horm ona-recep tor ba jo  d iv e rsa s  condiciones f is io lóg icas  y p a to f i -  

s io lóg icas .
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5 .4 .1 . -  Anticuerpo A ntihorm ona.-  Varios es tud ios  (89,90) 

h a n  usado  an ticuerpos  a n t ie s t r a d io l  o an ticu e rp o s  fren te  a e s t r a — 

diol polimérico p a r a  lo c a l iz a r  a l  recep tor en tumores mamarios — 

humanos.

El te jido  tum oral es ev a lu ad o  m ediante una técn ica  con 

doble an t ic u e rp o ,  que usa  an t isu e ro  a n t ie s t r a d io l  seguido por un 

suero  an ti inm unoglobu lina  con jugada  con f lu o re sce ín a .  Se han  uti_ 

l izado  técn icas  de inm unofluorescencia in d ire c ta  que emplean a n ­

t isu e ro s  de oveja a n t ie s t r a d io l  y de conejo a n t ip ro g e s te ro n a  jun to  

a an t isu e ro s  conjugados con iso tio c ian a to  de f luo resce ína  con la  

in tención  de d e te c ta r  s im ultáneam ente la  p re sen c ia  de ambas hormo 

ñas  en la s  l ín e a s  ce lu la re s  de tumores mamarios humanos y en -  

b io p s ia s  de cán cer  de mama.

También se han  u t i l iz a d o  v a r i a s  técn icas  de inmunope- 

ro x id a sa s .  Todas e l la s  emplean un an ticu e rp o  a n tie s te ro id e  a p ro ­

vechando la  a c t iv id a d  enzim ática de la  p e ro x id a sa  que l le v a  in ­

c o rp o rad a  un s u s t ra to  cromógeno (91).

El método de p e ro x id a sa -a n t ip e ro x id a s a  (PAP) puede — 

aum entar  la  s e n s ib i l id a d  de 100 a 1000 veces comparado con los 

métodos de inm unofluorescencia y puede r e a l iz a r s e  tan to  en esp^ 

címenes f ijados  en lu g a r  de congelados. La p r in c ip a l  d esv e n ta ja  

de este método, a l  ig u a l  que en otros h istoquím icos, es la  d i f i ­

c u l ta d  de c u a n t i f ic a r  el recep to r.

5 .4 .2 . -  Conjugados de es te ro ides  con su s ta n c ia s  f lú o re s -
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c e in a d a s . -  Esta técn ica  u t i l iz a  su s ta n c ia s  s im ila res  a los e s te -  

ro ides  que l lev an  un t ra z a d o r  v is u a l  y m antienen la  a f in id a d  de 

unión por los recep tores  es te ro ideos. En la  m ayoría  de los casos, 

estos d e r ivados  se componen de moléculas e s te ro id eas  u n id a s  cova 

lentemente a un t ra n sp o r ta d o r  pro te ico  que prev iam ente  ha  sido 

m arcado con iso tio c ian a to  de f lu o resce ín a ,  lo que perm ite su v i -  

su a liza c ió n  por el microscopio de f luo rescenc ia .

PERTSCHUK y cois. (92) usando  1 7 -b e ta -e s tra d io l  y -  -  

11 a lfa -h id ro -p ro g e s te ro n a  conjugados con seroa lbúm ina  bov ina  -  

f lu o resce in ad a  en cu en tra  un 92% de co rre lac ión  con el a n á l i s i s  -  

bioquímico de RE en 314 m uestras  de tumores mamarios y un 86% 

de co rre lac ión  con el a n á l i s i s  histoquím ico de RPg en 86 mués— 

t r a s .

Existen otros métodos en donde se ha m arcado el es— 

trógeno con f luo resce ína  17-FE ( l lev a  una m itad de la  fluoresce_í 

na  u n id a  a la  posición 17 del e s tra d io l)  con lo cu a l  puede en­

t r a r  en la  membrana c e lu la r  y m arca r  los s it io s  del recep to r  -  

en los te jidos  d ia n a ,  poniendo de m anifiesto  la  in te racc ió n  es -  

t ró g e n o -re c e p to r .

FISHER y cois (93) no encon tra ron  re lac ió n  c u a n t i t a ­

t iv a  d i re c ta  en tre  este método citoquímico y el ensayo  de c a r t -  

b ó n -d ex tran o .  Sin embargo, dem ostraron que la  técn ica  c i to q u í-  

mica e ra  ú t i l  p a r a  medir la  proporción de c é lu la s  con reacc ión  

p o s it iv a  a l  recep to r  de estrógeno en una m uestra  tum oral y que 

el 81% de los tumores con v a lo res  de RE en tre  10 y 99 fmoles/mg.



medidos con el ensayo de DCC se aso c iab a  con más del 10% de 

cé lu la s  p o s it iv a s  a l  m arcador.

La m ayoría de la s  veces la  f luo resce ína  se ve en toda 

la  cé lu la  que contiene el recep to r ,  aunque en ocasiones, solamen 

te se t iñ e  selectivam ente el núcleo o el c i top lasm a.

Siendo necesario  un mayor perfeccionam iento  de e s ta  -  

técn ica  c itoquím ica , el ensayo es simple, r á p id o ,  b a r a to  y mere­

ce una eva luac ión  más p ro fu n d a .

D esafortunadam ente n in g u n a  de l a s  técn icas  histoquímj_ 

cas  han  sido e v a lu a d a s  de forma indep en d ien te ,  p ro sp ec tiv a  y -  

c ieg a .  A p e s a r  de ser a t r a y e n te s ,  su uso r u t in a r io  no puede con 

s id e ra r s e  ap rop iado  en la  a c tu a l id a d .  Se req u ie ren  es tud ios  u lt£  

r io res  an te s  de que puedan  a b a n d o n a rse  los métodos de ensayo  -  

t ra d ic io n a le s .

5 .5 . -  Anticuerpos a n t i r r e c e p to r : El rec ien te  d esa rro l lo  

de an ticuerpos  monoclonales específicos p a r a  l a  p ro te ín a  recep to ra  

de estrógenos permite la  detección del recep to r  independientem ente 

de la  unión de la  hormona m arcada  a l  recep to r .

P a r te  de la  d if ic u l ta d  en ob tener un an ticu e rp o  espec í­

fico fren te  a l  recep tor e s tá  re la c io n a d a  con la  concen tración  ta n  

b a ja  de RE incluso  en los te jidos  d ia n a .

Los an ticuerpos  fren te  a l  recep to r  de estrógeno de ú te -
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ro de t e r n e ra  generados  en conejos o c a b ra s  t ienen  una  r e a c t iv i ­

dad  c ru z a d a  con el RE de muchas especies, m ien tras  que los ob­

ten idos por inm unización de la  r a t a  Lewis reacc io n an  solamente 

con el RE de t e r n e r a .

Se ob tuv ieron  linfocitos esplénicos de una r a t a  inm uniza 

da  fren te  a recep to res  parc ia lm en te  p u r if icad o s  p rocedentes  de cé­

lu la s  tum ora les  m am arias; estos linfocitos  se fu sionaron  con tre s  

d ife ren tes  l ín e a s  c e lu la re s  de mieloma de r a tó n ,  dando  lu g a r  a 

d is t in ta s  l ín e a s  c é lu la s  de h ib ridom a.

E stas  c é lu la s  de hibridom a secre ta ron  an ticu e rp o s  mono 

c lónales  específicos  con tra  el recep to r  estrogénico  humano, pero -  

m ostraban  una  reacción  c ru z a d a  con el RE de v a r i a s  especies de 

m am íferos.

DeSOMBRE y cois (94) recientem ente h an  conseguido un 

a n t isu e ro  monoclonal fren te  a l  recep to r  estrogénico  que les permi_ 

te la  u t i l iz a c ió n  de un sistem a inm unorradiom étrico  de g ra n  sen­

s ib i l id a d  y e sp e c if ic id a d .

6 . -  CONTROL DE CALIDAD DE LOS ENSAYOS DE RECEPTORES. -

El con tro l de c a l id a d  de los ensayos de recep tores  es -  

o b l ig a to r io  p a r a  que su uso sea f ia b le  en el manejo c lín ico  de — 

la s  p ac ien te s  con cán ce r  de mama.

Varios g ru p o s ,  ta le s  como el grupo cooperativo  de mama 

de la  0  R T C y la  reunión  del "NCI Sponsored Consensus Mee-
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t in g  on s te ro id  recep tors  in  b re a s t  c á n c e r” han  recomendado un 

in tercam bio  de m uestras  d u p lic a d a s  de tumor o de homogeniza- 

dos de ú tero  de te rn e ra  l io f i l izado  p a r a  a s e g u ra r  la  estandari_ 

zación y el contro l de c a l id a d  (95).

Se han  es tab lec ido  la s  l ín e a s  de g u ía  espec íficas  p a r a  

estos g ru p o s ,  p a r a  a y u d a r  a e v i ta r  e rro res  en la  rea l iz a c ió n  e 

in te rp re ta c ió n  de los ensayos de recep to res .

7 . -  UTILIDAD CLINICA DE LA DETERMINACION DE RE Y RPg. EN EL 

CANCER DE MAMA.

Las cé lu la s  de mama normales contienen recep tores  c i to -  

p lásm icos o de membrana p a r a  cad a  una  de la s  hormonas e s te ro i— 

deas o p e p t íd ic a s  que in fluyen  en el crecim iento y función de la  

g lá n d u la  m am aria .

Estos receptores  son los resp o n sab les  de la  in te racc ió n  

in ic ia l  en tre  l a  hormona y la  cé lu la  y funcionan como desencade­

n an tes  de la  secuencia  de acontecimientos bioquímicos c a r a c te r í s — 

ticos de c a d a  hormona en p a r t i c u la r .

Cuando ocurre  una transfo rm ación  neo p lás ica  de la s  C£ 

lu la s  d ia n a ,  como son la s  del cán cer  de mama, é s ta s  pueden re t£  

ner  todo o p a r te  de los s it io s  recep tores  de una  población  c e lu la r  

norm al. Si la s  cé lu las  re tienen  los recep tores  es te ro ideos , su c re ­

cimiento se rá  dependiente  de la s  hormonas y p o d rá  ser con tro lado  

por m anipu lac iones  en d o crin as .  Este se r ia  el caso  de un tumor -
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hormonodependiente; pero  si la  cé lu la  no conserva estos recep to res ,  

no se rá  reconocida por la s  hormonas c irc u la n te s  como cé lu la  d ia n a  

y el con tro l hormonal d e sa p a re c e rá ,  siendo el tumor no hormonode- 

pend ien te .

Esto im plica que la  cuan tif icac ió n  del número de s it ios  

recep tores  puede u t i l iz a r s e  como índ ice  de la  dependencia  hormo— 

n a l  c e lu la r .

Esta  h ipó tes is  ha  sido confirm ada, y en el momento — 

a c tu a l  e s tá  b ien  es tab lec ido  que los tumores de mama que no con 

tienen  RE ra ram en te  responden a una te ra p é u t ic a  en d o cr in a ,  mien 

t r a s  que los tumores con RE positivos  frecuentemente responden a 

la s  m an ipu lac iones  hormonales ( 9 6 ).

No o b s tan te  la  p o s i t iv id a d  de los RE en un tumor no -  

g a r a n t iz a  una  re sp u e s ta  a la  t e r a p ia  endocrina ,  ya  que el 40% 

de la s  p ac ien te s  no responden a p e sa r  de que el a n á l i s i s  de RE 

es pos it ivo . HORW1TZ y cois. (97) sug ieren  que c ier tos  tumores 

RE positivos  no responden a m anipulaciones en d o c r in as ,  porque 

ex is te  un defecto en a lg ú n  paso  d is ta l  del mecanismo de acción 

e s tro g én ica ,  conduciendo a un crecim iento autónomo. Por ta n to ,  

es necesa rio  confirm ar la  in te g r id a d  de la  secuencia  m etabólica 

que es d esen cad en ad a  por la  unión del estrdgeno a l  recep to r .

Basados en la  observación  de que los RPg son inducj_ 

dos por los es trógenos en los te jidos  d ian a  normales ( 9 8 ) y en 

cu ltivos  de c é lu la s  de cáncer  de mama humano ( 6 9 ) su rg ió  la  -  

h ipó tes is  que los RPg p o d r ía n  se r  un mejor m arcador que el RE
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p a r a  a s e g u ra r  la  ex is ten c ia  de una  v ía  in ta c ta  en la  re sp u es ta  

a l  es trógeno . Actualmente es acep tado  que los RPg son un mejor 

m arcador de la  dependencia  hormonal de un tumor que el -  -  

RE (99-100).

Todo ello  sug ie re  que en los tumores de mama deben -  

ser  medidos el contenido tan to  de RE como de RPg ru t in a r ia m e n te ,  

y que el re su l ta d o  de estos ensayos puede a y u d a r  a in d iv id u a l i ­

z a r  el t ra ta m ien to  de la s  p ac ien tes  con cán ce r  de mama. Su cuan  

tif icac ió n  además nos informa sobre la  conducta  b io lógica del tu ­

mor, su a g re s iv id ia d  y la  p ro b a b i l id a d  de re c u r re n c ia .

8 . -  RECEPTORES HORMONALES; RELACION CON DISTINTOS PARAME­

TROS»

8 .1 . -  D is tr ibución  de RE y RPg.

Se ha confirmado que en tre  un 50-70% y un 35-60% de -  

los cánceres  de mama tienen  en su citosol c a n t id a d e s  medibles de 

RE y RPg respec tivam en te .  Las v a r ia c io n e s  de los po rcen ta jes  se 

deben a los d ife ren tes  n ive les  de p o s i t iv id a d  que ad op tan  los — 

d is t in to s  au to res  (en tre  3  y 1 0  fmoles/mg de p ro te in a  c itosó lica)  

( 1 0 1 - 1 0 2 ).

La concen tración  de RE en los tumores v a r í a  en un -  

amplio margen desde n iveles  in d e tec tab les  a más de 1 0 0 0  fmoles/mg 

p ro te ín a  y p a r a  los RPg de o -  5000 fmoles/mg. de p ro te ín a  (103).

En cuan to  a la s  m e tás ta s is  de c án ce r  de mama, el p o r -



-41-

cen ta je  de RE positivos v a r í a  desde el 35-60%. Los RPg tam bién 

tienen  una menor in c id e n c ia ,  a lred ed o r  de 40-47% (104-106).

La concentración media de los n ive les  de RE en te jido  

m etastás ico  es s im ila r  a la  enco n trad a  en tumores p r im ar io s ,  no 

s iendo a s í  en cuanto  a los n ive les  de RPg que se en cu en tran  más 

ba jos  en el te jido  m etastás ico .

8 .2 . -  Estado menopaúsico y e d a d . -

En mujeres prem enopaúsicas  el po rcen ta je  de p o s i t iv i ­

d ad  y v a lo re s  c u a n t i ta t iv o s  de RE son más bajos  que en la s  p o s t-  

m enopaúsicas . El porcen ta je  de RE positivos va desde el 50% en -  

pac ien tes  por debajo  de los 5 0  años ,  h a s ta  el 70% en p ac ien tes  

por encima de los 50 años .  Esta mayor in c idenc ia  de p o s i t iv id a ­

des y de n ive les  en la s  p ac ien tes  postm enopaúsicas es un hecho 

comprobado por la  m ayoría  de in v es t ig ad o res  ( 1 0 2 , 1 0 7 - 1 0 9 ).

No todos los au to res  e s tá n  de acuerdo  en la  ca u sa  res  

ponsab le  de este aumento. A este respecto  se b a r a j a n  d is t in ta s  -  

te o r ía s .  La más a c ep tad a  reconoce, en mujeres con ciclo  m enstrua l 

conservado , un aumento en la  s ín te s is  de RE por la  acción e s tró -  

g én ica ,  pero precisam ente  es ta  mayor concentración  p la sm á tica  de 

estrdgenos ejerce un efecto de bloqueo de los RE, im pidiendo la  -  

f i jac ió n  del e s tra d io l  m arcado u t i l iz a d o  en su determ inación , con 

la  consigu ien te  a p a r ic ió n  de fa lsos  n eg a tiv o s .  Por el co n tra r io ,  

en la  mujer pos tm enopaúsica , la  dism inución de estrdgenos que 

p re se n ta n  en este período, d e te rm in a r ía  la  ex is ten c ia  de RE no
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ocupados. Y esto e x p l ic a r ía  la  mayor inc idenc ia  de p o s it iv id ad es  

que p a recen  p re se n ta r  l a s  pac ien tes  de mayor e d ad .

Datos rec ien tes  su g ie ren ,  s in  embargo, que la s  concen­

trac io n es  más b a ja s  de RE en co n trad as  en p ac ien tes  premenopaúsj_ 

cas  no se ex p lican  sólo por la  p a r c i a l  o completa p re sa tu ra c ió n  

de los s it io s  recep to res ,  ya  que los n ive les  f isio lógicos de e s tró -  

genos no son su fic ien tes  p a r a  s a tu r a r  todos los lu g a re s  recepto— 

res  ( 1 1 0 ), y adem ás, no se ha encontrado re lac ión  en tre  concen­

tra c ió n  de estrógenos y contenido de RE (111), lo cu á l  sug ie re  

que otros fac to res  pueden tam bién se r  im portan tes .

Otro posib le  mecanismo p a r a  e x p l ic a r  este  hecho es que 

los a l to s  n ive les  de p rogeste rona  c irc u la n te s  en p ac ien tes  prem e- 

n o p aú s ic as  rep rim an  la  s ín te s is  de RE a d ife renc ia  de lo que ocu 

r re  en el es tado  postmenopaúsico donde los n ive les  de p roges te ro ­

na son bajos  ( 1 1 1 ).

Una de la s  co n tro v e rs ia s  a c tu a le s  es s i este  aumento de 

recep tores  de estrógeno se re lac io n a  con la  edad  o con el es tado  

menopaúsico.

Existen  pocos es tud ios  que an a lizen  estos fac to res  conjun 

tam ente, pero en un t r a b a jo  rec ien te  de CLARK y cois. (112) con— 

c luyen que este aumento de RE se re lac io n a  d irectam ente con la  — 

edad  y no con el es tado  menopaúsico.

La in c idenc ia  de tumores con RPg positivos  es s im ila r  -  

tan to  en mujeres pre  como en postm enopaúsicas, en la  m ayoría  de 

los datos de la  l i t e r a t u r a ,  encontrándose  aproxim adam ente en un

¡
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40-57% (113-114). Los n ive les  medios de RPg tam bién son s im ila res  

en ambos g ru p o s .

También se ha  a n a l iz a d o  si los RPg se re la c io n a n  con -  

la  edad  o con el es tado  menopaúsico, o si es un fac to r  indepen— 

diente  de los dos. Los es tud ios  rea l izad o s  dem uestran  que se co rr^  

lac io n a  con los dos, tan to  con la  edad  como con la  m enopausia -  

( 1 1 2 ) .

No o b s ta n te ,  el cáncer  de mama parece  se r  in t r ín s e c a ­

mente d ife ren te  en m ujeres jovenes y m ayores, como e s tá  re f le jad o  

por la  ep idem io log ía , a s í  como por el es tado  del recep to r .

8 .3 . -  Sitio de m e tá s ta s i s . -

Los Tumores RE positivos  tienen  una l ig e ra  p red ilecc ión  

a m e ta s ta t iz a r  en p ie l ,  g an g lio s  y huesos ( 1 0 7 , 1 1 5 - 1 1 6 ).

La in c id en c ia  de m e tás ta s is  v isc e ra le s ,  s istem a nerv ioso  

c e n t r a l ,  y p le u ra  no parece  in f lu e n c ia rse  por el es tad o  del recep­

to r .  Aunque ex is ten  t r a b a jo s  que sug ie ren  que la s  p ac ien tes  con -  

RE nega tiv o s  tienen  tendenc ia  a m e ta s ta t iz a r  en sistem a nerv ioso  -  

c e n tra l  y h íg ad o  ( 1 1 7 - 1 1 8 ).

8 .4 . -  Tamaño del tumor y lo c a l iz a c ió n .-

M ientras que a lgunos in v es t ig ad o res  h an  señ a lad o  una  -  

tendencia  de los tumores g ran d es  a ser  más frecuentem ente RE nega 

tivos y RPg n eg a tiv o s  (112, 119-120), o tros , no en cu en tran  n in g u -
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na re lac ió n  s ig n if ic a t iv a  ( 1 2 1 - 1 2 4 ).

No se ha  seña lado  re lac ión  a lg u n a  en tre  loca lizac ión  -  

tum oral y es tado  del recep tor ( 1 1 2 . 1 2 5 ).

8 .5 . -  Número de g an g lio s  in f i l t r a d o s . -

La m ayoría  de au to res  observan  que no ex is te  re lac ión  

en tre  el es tado  del recep tor en el tumor p rim ario  y el número de 

g an g lio s  a x i la r e s  afectos ( 1 0 2 , 1 1 2 , 124).

También se han  re a l iz a d o  estudios de recep tores  a n i­

vel del tumor y en los ganglios afectos. No ex is te  concordancia  -  

en los re su l ta d o s ,  aunque  a lgunos au tores  ( 1 2 6 ) encu en tran  una 

mayor concen tración  de recep tores  en los gang lio s  l in fá t ic o s ,  que 

puede en ocasiones, d u p l ic a r  la  del tumor p r im ar io .  Esto lo atrj_ 

buyen a la  a l t a  c e lu la r id a d  tum oral encon trada  en los g an g lio s  

en comparación con el tumor p r im ario .

8 . 6 . -  Grado h is to ló g ico .-

Numerosa estudios sug ie ren  que ex iste  un mayor número 

de casos RE nega tivos  en aquellos  tumores con g rad o  I I I  de d i— 

fe renc iac ión , com parados con los g rados  I o II  (120, 127-128).

De hecho, aquellos  tumores más d ife renc iados  parecen  

ser  más frecuentem ente RE positivos que los tumores pobremente -  

d ife ren c iad o s . Esto sug ie re  que el es tado  de recep tor re p re se n ta  

un aspecto  bioquímico de la  d ife renciac ión  tum oral.
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McCARTY (129) observa  que la  re lac ión  en tre  g rad o  

h isto lógico y contenido de receptores es mucho más es trech a  si 

consideram os RE y RPg sim ultáneam ente.

8 .7 . -  C e lu la r id a d  tu m o ra l . -

Muchos au to res  han  demostrado que la  c e lu la r id a d  -  

ep ite l ia l  de los tumores de mama se re lac io n a  d irectam ente  con 

su tendenc ia  a ser RE positivos (130).

Otros au to res  (127, 131) sug ie ren  que la  p re sen c ia  

o au sen c ia  de RE y RPg no es tá  en re lac ión  con el número de 

c é lu la s  tum orales  en la  m uestra  e s tu d ia d a .

8 . 8 . -  Tipo h is to ló g ico .-

Se ha  señalado  que tumores de tipo  lo b u l i l la r  y tumo­

res d u c ta le s  con componente tu b u la r ,  tienen  más RE que los tumo­

res d u c ta le s  t íp icos  ( 1 3 1 - 1 3 2 ).

En los tumores lo b u l i l la re s  la  f recuenc ia  de RE positJ_ 

vos es de un 80-78% y RPg en una proporción de un 50-55%. En 

los duc ta les  in f i l t r a n te s  RE 70% y RPg 60% (132-134).

Otros au to res  no encu en tran  co rre lac ión  con el tipo  -  

h isto lógico ( 1 2 1 ).



8 .9 . -  E la s to s i s .

Pocos au to res  han  encontrado co rre lac iones  s ig n if ic a ­

t iv a s  en tre  el g rad o  de e las to s is  y contenido de RE. Algunos de 

ellos s e ñ a la n  una  l ig e ra  tendenc ia  a mayor p o s i t iv id a d  de los -  

RE en aquellos  tumores ricos en te jido  e lás tico  (135-136).

8 .1 0 .-  In f i l t ra c ió n  l in f o c i t a r i a . -

Parece  e x i s t i r  una  re lac ión  in v e rsa  en tre  el g rad o  de 

in f i l t r a c ió n  l in fo c i ta r ia  y la  inc idenc ia  de tumores con RE posi­

tivos ( 1 2 0 ).

8 .1 1 .-  C inética  c e l u l a r . -

Varios in v es t ig ad o res  han  pub licado  (137-138) que el 

índice  mitótico medido por la  incorporación  de t im id ina  t r i t i a d a ,  

se co rre lac io n a  inversam ente  con la  p resenc ia  de recep to res  en -  

un tumor.

Usando citom etría  de f lu jo ,  en cuen tran  que los tumores 

de mama con RE nega tivos  tienen  un 17% de c é lu la s  tum orales  en 

fase  S del cic lo , m ien tras  que la s  cé lu las  conteniendo RE tienen  

11% de la s  c é lu la s  en fase S. En los tumores RE nega tiv o s  se -  

observa  c ie r ta  ten d en c ia  a una mayor aneu p lo id ia  ( 1 3 9 ).

Los tumores con un rá p id o  crecimiento c e lu la r  como -  

son los cánceres  de mama in flam ato rios  poseen en e scasa  p ropor­

ción RE y RPg. Estos se en cu en tran  a lred ed o r  de un 28% de este
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t ipo  de tumores y con n iveles  cuan ti ta t iv am en te  más ba jos  que -  

aque llo s  tumores que tienen  una b a ja  proporción de crecim iento 

(140-141).

8 .1 2 .-  Respuesta a l  t ra tam ien to  c i to s tá t ic o .-

Se ha querido  comprobar la  posib le  re lac ión  en tre  el 

contenido de recep tores  y la  resp u es ta  a la  qu im io te rap ia  c ito tó -  

x ic a .  Este punto  parece  ser uno de los aspectos más c o n tro v e r t i ­

dos.

La m ayoría  de au to res  han  demostrado que no ex is te  

n in g u n a  co rre lac ió n  (142).

9 . -  VARIACION DEL CONTENIDO EN RECEPTORES EN UN MISMO TUMOR.

Varios grupos de in ves tigado res  han  exam inado d i s t in ­

ta s  porciones de un mismo tumor de mama y han  dem ostrado v a r i a  

ciones en la  concentración  del receptor ( 1 4 3 - 1 4 6 ).

Generalmente hay  una concordancia  en la  c la s if ic a c ió n  

de tumores como negativos  o positivos , pero se han  observado  v a ­

r iac io n es  en la  concentración  de receptores en d ife ren tes  á r e a s  de 

un mismo tumor. Cuando es ta s  va r iac io n es  ocu rren , pueden se r  de­

b id a s  a la  h e te rogen idad  del tumor, a la  d is tr ib u c ió n  que adopten  

la s  c é lu la s  m a lig n as  en la  sección del mismo, o a im prec isiones -  

del ensayo .
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No ex iste  acuerdo según los datos de la  l i t e r a tu r a  -  

( 1 4 5 —1 4 6 ) sobre qué porción de un mismo tumor es más r ic a  en -  

recep to res ,  el centro  o la  p e r i f e r ia .  DAVIS (146) encu en tra  un 

mayor contenido  en RE y RPg en el centro  que en la  p e r i f e r ia ,  

m ien tras  que SILFVERSWARD (145) encuen tra  v a lo re s  de RE pro ­

g res ivam ente  mayores desde el centro  a la  p e r i f e r ia .

Otros au to res  (119) in d ican  una s im ili tud  en el conte­

nido de recep to res  de tumores que ocurren  s im ultáneam ente en — 

ambas mamas, pero re fie ren  que los tumores b i la te r a le s  asincróni_ 

eos m an if ie s tan  una  mayor d is p a r id a d  en el contenido de recepto­

re s .

10 .-  RECEPTORES HORMONALES £ INDICE DE RESPUESTA A LA TERA­

PEUTICA HORMONAL.

La hormonodependencia del cáncer  de mama se conoce 

desde 1896 cuando  BEATSON ( 2 ) re f ir ió  la  reg res ió n  de tumo­

res  in o p e rab le s  depués de la  ovariectom ía en dos mujeres premeno 

p a ú s ic a s .  Desde entonces, a la  c a s tra c ió n  te ra p é u t ic a  se fueron -  

añ ad ien d o  nuev as  formas de tra ta m ien to  como la  su p ra r re n a le c to m ía ,  

hipofisectom ía y la  adm in is trac ión  de andrógenos y es trógenos. Con 

e s ta s  formas de tra tam ien to  se conseguían  re sp u e s ta s  en un 30% -  

de los carc inom as de mama ( 1 4 7 - 1 4 8 ), lo que hizo suponer que exij[ 

t i a n  fac to res  in tr ín seco s  tum orales que condic ionaban  la  e f icac ia  -  

de la  horm onoterap ia .

La demostración de que g ra n  p a r te  de los efectos hormo
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na le s  son mediados a t ra v é s  de los receptores  c itop lasm áticos  y 

el conocimiento y cuan tif icac ió n  de los mismos en el cáncer  de 

mama, ha  l levado  a c ierto  g rad o  de espec if ic idad  y se le c t iv id ad  

de p ac ien te s  en la  p rá c t ic a  de la  te r a p ia  hormonal de es ta  en— 

ferm edad.

La p r in c ip a l  ap licac ión  de la  determ inación  de RE ha 

sido la  selección de p ac ien tes  que se van  a b e n e f ic ia r  de un — 

tra ta m ien to  endocrino. Es un hecho el que los tumores RE n e g a tt  

vos no suelen responder a la  te r a p ia  end o crin a .

Los re su l tad o s  de v a r io s  in v e s t ig a d o re s ,  (149)» se p a ­

radam en te ,  dem uestran  que los tumores recep tor estrógeno p o s i t i ­

vo responden a la  t e r a p ia  endocrina  en una proporción  de un 40- 

62%. Cuando la s  pac ien tes  son a g ru p a d a s  de acuerdo  a l  t ipo  de 

t e r a p ia  endocr ina  el po rcen ta je  de re sp u es ta s  es s im ila r .  No — 

o b s ta n te ,  ex is ten  un 40% de mujeres con tumores que tienen  RE 

y que no se v an  a b e n e f ic ia r  de ta le s  t e r a p e ú t ic a s .  Se ha  com­

probado  que el n ivel de RE en un tumor es el fac to r  determ in— 

n an te  de la  in te n s id a d  de la  re sp u e s ta  tum ora l.  Un tumor con -  

un a lto  n ive l  de RE puede contener una g ra n  proporción  de cé­

lu la s  con estos recep to res , lo que p ro p ic ia r ía  una  g ra n  reduc— 

ción tum oral con tra tam ien to  endocrino. Tumores con n ive les  in -  

de tec tab les  o ba jos  de RE, t ienen  ta n  sólo una  proporción de — 

re sp u e s ta s  del 9%. Cuando el n ive l  de RE es de 3-100 fmoles/mg. 

el índ ice  de re sp u e s ta s  es del 4 5 %, m ien tras  que a lc a n z a n  el 6 3 % 

cuando es mayor de 1 0 0  fmoles/mg. (96).
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Puesto que se ha demostrado que la  s ín te s is  de RPg 

es e s trógeno-depend ien te ,  éstos receptores  pod rán  co n s id e ra rse  -  

como un producto  f in a l  de la  acción e s tro g én ica .  De ello se de­

duce que la  medida de ambos receptores  permite p re d e c ir  mejor 

la  re sp u e s ta  a l  t ra tam ien to  endocrino. Numerosos ensayos clín icos 

han  confirmado e s ta  h ipó tesis  y en tumores que poseen ambos re ­

ceptores la  re sp u e s ta  a los t ra tam ien to s  hormonales es de un — 

75-80% (150).

El su b g ru p o  de pac ien tes  con tumores RE- RPg+, — 

aunque  es pequeño ( 9 %), m uestra  un porcen ta je  de re sp u e s ta s  de 

a l red ed o r  de un 53%. SARRIF (151) observa  que a lgunos  tumores 

con este  fenotipo contienen RE si en la  técn ica  de determ inación 

u t i l iz a  citosol p rev iam ente  t r a ta d o  con ca rb ó n -d e x tra n o ,  con el 

fin  de e lim inar  el e s tra d io l  endógeno unido a l  recep to r .  El g rupo  

de pac ien tes  con tumores RE+ RPg- responden en un 32% (150).

El es tad o  menopaúsico también afecta  a la  re sp u es ta  

a la  te ra p é u t ic a  endocrina  y , en g e n e ra l ,  la s  m ujeres postmeno- 

p a ú s ic a s  responden  más frecuentemente que la s  p rem enopaúsicas . 

Cuando c ad a  g ru p o  m enstrua l es a n a l iz a d o ,  la s  p rem enopaúsicas  

jovenes o postm enopaúsicas  jovenes, t ienen  una proporción  de re£  

pu es ta  más b a ja  que la s  p ac ien tes  mayores de c a d a  g rupo  ( 1 5 2 ).

Las p ac ien te s  que mejor responden según la  lo c a l iz a ­

ción de la s  m e tá s ta s is  son a q u e l la s  que la s  p re se n ta n  en te jidos  

b lan d o s ,  y la s  que responden peor son la s  m e tás ta s is  v isc e ra le s  

y en tre  e l la s  l a s  h e p á t ic a s .  La te r a p ia  endocrina  es ra ram en te
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efectiva  en la s  m etás tas is  con l in fa n g i t i s  pulm onares o en la s  -  

lesiones de la  p ie l  de tipo  in flam ato rio  (153).

Es b ien  sab ido  que la s  m etás tas is  pueden ten e r  un com 

portam iento  biológico d is t in to  a l  tumor p r im ario  y a s í  p o d rían  da£ 

se v a r ia c io n e s  en el fenotipo de los receptores  en el curso  evolu­

t ivo  de la  enferm edad. Por otro lado  en muchas pac ien tes  no se -  

puede ob tener m uestra  b iópsica  de sus m e tá s ta s is .  Por tan to ,  una 

im portan te  cuestión  que se p la n te a  es si la  determ inación  de los 

recep tores  r e a l iz a d a  en el tumor p rim ario ,  en el momento de la  -  

m astectom ía, s irv e  p a r a  p red ec ir  la  re sp u es ta  a una te ra p é u t ic a  

hormonal en el momento de la  r e c a íd a .

La m ayoría  de au to res  es tán  de acuerdo  que el índice  

de p o s i t iv id a d  de los recep to res , determ inado en el momento de la  

m astectom ía, m uestra  una  buena corre lac ión  con la  re sp u es ta  a la  

t e r a p ia  endocr ina  en el momento de la  re c u r re n c ia .  K1NG (154) rea  

l iza  un es tud io  del contenido de receptores de tumores obtenidos -  

en d ife ren tes  tiempos en una misma pac ien te  y encuen tra  que ta n  

sólo en un 15% cam bian el fenotipo en cuánto  a RE y un 20% en 

cuán to  a RPg.

11 .-  TRATAMIENTOS HORMONALES.

Muchos enfoques te rap eú tico s  c lá s ic o s ,  recomendados 

en el p a sa d o ,  h an  perd ido  a c tu a l id a d .  Los procedimientos a b l a t i ­

vos, ta le s  como la  hipofisectomía y ad rena lec tom ía ,  a s í  como la  -
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adm in is trac ió n  de g ran d es  dosis de andrógenos y estrdgenos son 

cad a  vez menos u t i l iz a d o s ,  debido a su p o tenc ia l  m orb ilidad  y 

a la s  reacc iones  se c u n d a ria s  c a u s a d a s  por e llos .

Por otro lado , el mejor conocimiento de la  acción hor­

monal en la  cé lu la  d ia n a ,  ha perm itido d e s a r r o l la r  agen tes  nue­

vos con mejores índ ices  te ra p é u tic o s .

La u t i l izac ió n  de su s ta n c ia s  que a c tú a n  b loqueando

o modificando a lg ú n  n ivel de la  acción de la s  hormonas e s te ro i-

d eas ,  va  a consegu ir  que se modifique el d e sa rro l lo  tum oral.

Entre é s ta s  se encu en tran  los an t ie s tró g en o s ,  progest¿L-genos y

am in o g lu te tim id a .

1 1 .1 .-  A ntiestrógenos. -

A este  grupo pertenecen  una  serie  de compuestos no 

es te ro ideos , capaces  de d ism inu ir  la  incorporación  de los es­

trdgenos a n ive l de los te jidos d ia n a ,  tan to  en el an im al como 

en el hombre. (155).

Esto se debe a que es tab lecen  un bloqueo competitivo 

específico  a n ive l  de la  cé lu la  tum oral en tre  los es trógenos, c u a l ­

q u ie ra  que sea su o rigen , y los receptores específicos . Los a n t i -  

estrogenos e n t ra n  en la  c é lu la ,  se unen a l recep to r  de estrógeno 

y b loquean p a r te  del efecto estrogénico , especialm ente la  d iv i­

sión c e lu la r .  Por otro lado se ha vistD que tam bién producen 

un aumento de los receptores  de p rogeste rona  ( 1 5 6 - 1 5 7 ).
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E1 progreso  de la  química de los an ties trógenos  ha 

conducido a la  s ín te s is  de productos ta le s  como tamoxifeno, de 

g ra n  e f icac ia  te ra p e ú t ic a  en el cáncer  de mama, y con mínimas 

reacciones s e c u n d a r ia s  ( 1 5 5  )•

ln  v i t ro ,  el tamoxifen ac tú a  com petitivam ente impi­

diendo, de forma re v e rs ib le ,  la  f ijac ión  de la s  moléculas de es-  

t r a d io l  a los receptores estrogénicos del ú tero  de r a t a ,  ex p l i ­

cando a s í  su acción a n t ie s t ro g é n ic a .  No o b s ta n te ,  no se d e sc a r ta  

que la  d roga  in h ib a  por otro lado  la  producción de estrdgenos.

( 158 ) •

Estudios rea l izad o s  en cu ltivos  c e lu la re s  de carcinom a 

de mama humano han  demostrado que tam oxifen inh ibe  la  in co r­

poración  de tim id ina  t r i t i a d a  a l  DNA, pero este  efecto puede 

h acerse  r e v e rs ib le  t r a s  la  ad ic ión  de n u ev as  concentraciones de 

e s tra d io l  ( 159 ) •

Los ensayos in ic ia le s  de tamoxifen en el cáncer  de 

mama m etástas ico  fueron pub licados  por COLE en 1971 ( 160 ) 

y posteriorm ente por WARD en 1973 ( 161 ). Estos in v es t ig ad o res  

m ostraron que la  frecuenc ia  de reg res iones  en el cáncer  de mama 

m etástas ico  t r a ta d o  con tamoxifen e ran  eq u iv a le n te s  a la s  a p a r e ­

c id as  con a l t a s  dosis de estrdgeno y por c o n tra ,  d ad a  su escasa  

to x ic id ad ,  e ra  de myor acep tación  por la s  p ac ien te s  comparándolo 

con los es trógenos.

Cuando se tiene en cuenta  el es tado  de los recep to res , 

el índice  de re sp u es ta  tum oral es de un 50-60%, si los RE son
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posit ivos ,  la  medida de los RPg en el tumor puede se r  u t i l iz a d a  

p a r a  m ejorar la  p rec is ión  de r e sp u e s ta ,  l leg an d o  a se r  del 7 7 % 

cuando RE y RPg son positivos ( 162—163 ).

Varios ensayos in d ican  que el tamoxifen es efectivo 

tan to  en p ac ien tes  p re  como postm enopaúsicas, aunque la  f re ­

cuencia  de re sp u es ta  aumenta con la  ed ad ,  y con el tiempo t r a n s ­

c u rr id o  después de la menopausia ( 1 6  4  ).

En re lac ión  con la  loca lizac ión  de la s  m e tás ta s is ,  

según los d ife ren tes  ensayos re a l iz a d o s ,  la s  lesiones de te jidos  

b landos responden mejor que la s  oseas y v is c e ra le s .  Hay que 

s e ñ a la r  que en pocas ocasiones se obtienen reg res iones  de m etás­

ta s i s  h e p á t ic a s  y muy excepcionalmente en la s  m e tás ta s is  ce re ­

b ra le s .  ( 1 6 5  ).

La f recuenc ia  de re sp u e s ta  a una te r a p ia  en docr ina ,  

después de la  u t i l izac ió n  de tamoxifen es más e lev ad a  en la s  

pac ien tes  que previam ente han  respondido  a este compuesto ( 1 6 6  ).

La durac ión  media de la  re sp u es ta  se s i tú a  a lred ed o r  

de los 1 2  meses ( 1 6 5  ).

Tamoxifén ha  sido empleado en una am plia  e sca la  de 

dosif icaciones de 1 0  a 1 2 0  m g /d ía .  pero no parece  e x is t i r  una 

re lac ión  dosis re sp u es ta  (167 ). Se acep ta  que la  dosis  más a -  

decuada  es la  de 1 0  mg dos veces a l  d ía .



-55-

1 1 .2 .-  P ro g es t ín ico s . -

Los progestágenos en g en e ra l  fueron por más de una 

decada conside rados  fármacos menores en el t ra ta m ien to  de la  

fase  d isem inada  del cáncer  de mama. Esto se ex p lica  por los 

pobres re su l ta d o s  obtenidos con éstos fármacos a dosis  conven­

c iona les .

A p a r t i r  de 1973 es cuando la  m edroxiprogesterona 

(MPA) se r e e v a lu a  como fármaco eficaz en el t ra ta m ien to  de la  

fase  a v a n z a d a  del cáncer  de mama. El empleo de a l t a s  dosis 

( 1 0 0 0  a 1 5 0 0  m g /d ía  i .m .)  indu jo  un mayor p o rcen ta je  de r e s ­

p u es ta s  ( 1 6 8  ).

El MPA a c tú a  por interm edio del recep to r  de p ro g es-  

te rona  y a n ta g o n iz a  el efecto del estrógeno sobre la  d iv is ión  

c e lu la r .  Este efecto an tie s tro g én ico  es de g ra n  im p o rtan c ia ,  pero 

su mecanismo no es completamente conocido. ( 1 6 6  )•

El p rogestágeno  más comúnmente usado  es la  medroxi­

p rogeste rona  a c e ta to ,  que puede ser ad m in is trad o  por v ía  p a r e n -  

t e r a l  u o r a l .  Las dosis  u t i l iz a d a s  por v ía  in t ra m u sc u la r  han  

sido de 100 a 2000 m g /d ía .  Las dosis  em pleadas por v ía  o ra l  

han  sido de 400 m g /d ía .  La dosis óptima según los

d iversos  au to res  e s tá  com prendida en tre  500 y 1 0 0 0  mg. i .m . 

a l  d ía  d u ra n te  un mes, como te r a p ia  de a ta q u e ,  con tinuando  

con 5 0 0  mg. 2 - 3  veces a la  semana como mantenimiento ( 1 6 9 - 1 7 1 ).

Con e s ta s  dosis el índ ice  de re sp u e s ta s  o b je t iv as
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a lcan zad o  es s im ila r  a la s  ob ten idas  con an tie s tró g en o s .

Las a l t a s  dosis respecto  a la s  dosis  mas b a ja s  p re ­

sen tan  obviam ente una  mejoría en cuán to  a índ ice  de re sp u es ta  

y de la s  condiciones genera les  de l a s  p a c ie n te s ,  jun to  con la  

p a l iac ió n  del dolor. Sin embargo, son re sp o n sab les  de la  mayor 

in c id en c ia  de efectos c o la te ra le s  y en p a r t i c u la r  de abcesos 

g lú teos .

La re sp u e s ta  con MPA fueron más frecuen tes  en p a ­

c ien tes  con m e tá s ta s is  en p a r te s  b la n d a s  y ó seas .  Por el con­

t r a r io  la s  m e tá s ta s is  v isce ra le s  fueron poco sen s ib les  (171 ).

11.3*- A m inoglu tetim ida. -

Tanto la  adrenalec tom ía  b i l a t e r a l  como la  supres ión  

s u p ra r r e n a l  con g ra n d e s  dosis de cos ticos tero ides , son métodos 

reconocidos p a r a  el tra tam ien to  del cán cer  de mama m etastás ico . 

Sin em bargo, la  m orta lidad  o p e ra to r ia  y la  m orb ilidad  pos t-ope-  

r a to r ia  l im ita ro n  el uso de la  adrenalec tom ía  a  un número muy 

seleccionado de p a c ie n te s .  Con la s  dosis  e lev ad as  de co r ticoste -  

ro ides se p ro d u c ían  efectos secundario s  im portan tes ,  además de 

que con éstos últimos la  frecuenc ia  de re sp u e s ta  e ra  s ig n if ic a ­

tivam ente menor y de más co rta  du rac ión  com parada con la  a d re ­

nalectom ía.

P a ra  e v i ta r  e s ta s  lim itaciones GR1FFITHS ( 172 ), fué 

el prim ero en s u g e r i r  el empleo de un in h ib id o r  d irec to  de l a
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s ín te s is  e s te ro id ea  s u p ra r r e n a l ,  la  am inoglu te tim ida, como medio 

a l te rn a t iv o  de conseguir  la  e lim inación s u p ra r r e n a l .

La am inoglu tetim ida, un d e r iv ad o  del h ipnótico  g lu te -  

t im ida , fué u t i l iz a d a  como an tico n v u ls io n an te  en 1 9 6 0 , pero re ­

t i r a d a  posteriorm ente a c au sa  de su efecto sobre la  corteza su­

p r a r r e n a l .  Investigac iones  pos te r io res  dem ostraron que el fármaco 

c a u sa  una  inhib ic ión  re v e rs ib le  de la  b io s ín tes is  s u p ra r re n a l  de 

co r tiso l ,  a ld o s te ro n a  y andrógenos, a l  im pedir la  conversión en -  

z im ática del co les tero l en d e l ta -5  p regnenolona . También a c tú a  

inh ib iendo  el enzima arom atosa el cu a l  in te rv ien e  en la  conver­

sión p e r i fé r ic a  de and rostend iona  a es tro  na  (173 )•

En los cinco últimos años se ha es tud iado  por v a r io s  

in v e s t ig a d o re s  el efecto de la  am inoglutetim ida en el t ra tam ieen to  

del cán ce r  de mama m etástasico  ( 174)* Los ensayos in ic ia le s  se 

lim itaron  a pac ien tes  que se h a b ía n  hecho r e f r a c ta r ia s  a l  t r a t a ­

miento hum oral p rev io ,  o a enfermas con a lto  r iesgo  q u irú rg ico  

p a r a  la  ad ren a lec to m ía .  En 134 p a c ien te s ,  se obtuvo globalm ente 

un 3 3 % de re sp u e s ta s  o b je t iv a s ,  pese a l  mal es tado  g en e ra l  de 

la s  mismas ( 175 ) •

Más recientem ente, ha sido empleada la  am inoglute­

tim ida en p ac ien te s  que e ran  s u b s id ia r ia s  de adrenalec tom ía  o 

h ipofisec tom ía . En es ta s  condiciones la  frecuenc ia  de re sp u e s ta s  

se s ituó en tre  3 0 - 5 0 % dependiendo de los fac to res  de selección 

de la s  p ac ien tes  y de los c r i te r io s  de re sp u es ta  manejados por 

los d ife ren tes  in v es tig ad o res  ( 174 ) •
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Cuando la s  p ac ien tes  que rec iben  éste  tra ta m ien to  se 

seleccionan en b ase  a l  contenido de RE el índ ice  de re sp u es ta s  

se s i tú a  a lred ed o r  del 5 8 - 6 0 %. la  du rac ión  de la s  re sp u e s ta s  

consegu idas  p arece  muy semejante a la s  ob ten idas  con los métodos 

ab la t iv o s  q u irú rg ic o  ( 1 7 6  ).

A c a u sa  de que el tra ta m ien to  con am inoglutetim ida 

o r ig in a  una  in su f ic ien c ia  s u p ra r re n a l  es n ec e sa r ia  la  t e r a p ia  

su s t i tu t iv a  es te ro idea  sea con dexametasona o h id ro c o rt iso n a .  Es 

p re fe r id a  la  ú ltim a porque la  am inoglu tetim ida se ha  demostrado

que a c e le ra  el metabolismo de la  dexam etasona, y ello puede p ro ­

vocar  la  l ib e ra c ió n  de ACTH h ip o f is a r ia ,  la  c u á l  puede so b re p a sa r  

el bloqueo s u p ra r r e n a l  c reado  por la  am inoglu tetim ida ( 177 )•

En g e n e ra l ,  la  am inoglu tetim ida se ha empleado a 

una dosis in ic ia l  de 250 mg. 4 veces a l  d ía .  Aunque no g ra v e s ,  

son frecuen tes  los efectos secundario s  y aproxim adam ente 40-50% 

de la s  p ac ien tes  t r a t a d a s  p re se n ta n  erupciones c u tá n e a s  maculo- 

p ap u lo sa s  y efectos neurológicos como le t a r g ía ,  somnolencia y 

a t a x i a .  A fortunadam ente éstos desap arecen  de forma espontánea 

en la s  6  p r im eras  sem anas de tra ta m ien to  en el 9 5 % de los casos ,

pese a la  con tinuación  del mismo ( 1 7 4  )•

Por el défic it  de la  s ín te s is  de a ld o s te ro n a  es nece­

sa r io  el reem plazam iento m inera locorticoideo en aproxim adam ente 

el 2 0 % de la s  p a c ien te s .

Con el fin  de d ism inu ir  los efectos secundario s  p ro ­

ducidos por e s ta  d ro g a ,  se han  re a l iz a d o  es tud ios  com parando la
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dosis de 500 mg. d ía  fren te  a 1 0 0 0  mg. d ía  y se ha comprobado 

que se reduce la  in te n s id a d  de los mismos, s in  comprometer la  

a c t iv id a d  an ti tu m o ra l  ( 1 7 8  )•

Su u t i l id a d  ha sido demostrado sobre todo en p a ­

c ien tes  con m e tás tas is  en te jidos  b landos  y en óseos ( 174 ).

Basándose en los datos ac tu a le s  parece  se r  que la  

ad renalec tom ía  química más la  h id ro c o r t iso n a , suponen una a l ­

t e rn a t iv a  ad ecu ad a  a los g ran d es  métodos ab la t iv o s  de a d re n a ­

lectomía e h ipofisectom ía.

Su manejo es simple, e v i ta  el r ie sgo  de m orta lidad  

q u i rú rg ic a ,  y por ser  re v e rs ib le  la  supres ión  s u p ra r r e n a l  con 

la  am inoglu te tim ida , no neces ita  un tra tam ien to  de mantenimiento 

esteroideo a la rg o  p lazo .

1 1 .4 .-  Combinaciones horm onales .-

A fin  de m ejorar el t ra tam ien to  hormonal del cáncer  

de mama, se han  d e sa rro l lad o  es tud ios  p a r a  de te rm inar  si una  

combinación de hormonas es su p erio r  a los agen tes  hormonales 

empleados a is lad a m e n te .

Se han  pub licado  es tud ios  re fer idos  a la  e f icac ia  de 

tamoxifen formando p a r te  de un tra tam ien to  combinado en a so c ia ­

ción con otros tra tam ien tos  endocrinos. La asociación  con MPA 

no supuso mejora a lg u n a  sobre tamoxifen solo, pero  un defecto 

im putable  a este ensayo parece  ser la  b a ja  dosis de MPA em-
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p le a d a  ( 1 0 0  m g /d ía )  ( 1 7 9 ).

Basados en sus d ife ren tes  mecanismos de acción se 

e s tá n  re a l iz a n d o  es tud ios  u t i l izan d o  secuencialm ente el tamoxifen 

y el MPA, ya  que el tamoxifen aum enta la  concentración  de r e ­

ceptores de p roges te rona  por tan to  la  s u sc e p t ib i l id a d  de la s  cé­

lu la s  tum orales  a los efectos in h ib i to r io s  de la s  p ro g es t in as  

( 180  ) .

También se han re a l iz a d o  ensayos combinando tamo­

xifen  con am inoglu te tim ida, basad o s  en la  que am inoglutetim ida 

a l  d ism inu ir  la  t a s a  de estrógenos en el organism o, p od ría  me­

jo r a r  el índ ice  de re sp u es ta  a tamoxifen y por tan to  que la  

combinación de am inoglutetim ida mas tamoxifen s e r ía  más e f icaz .

Tanto en estudios experim enta les  como humanos se ha 

demostrado que la  reproducción de los estrógenos c i rc u la n te s  

po tencian  la  acción del an ties trógeno  tam oxifen. Las in v e s t ig a ­

ciones de LIPPMAN y cois ( 156 ) han  puesto  de m anifiesto  en 

la  l ín ea  c e lu la r  de cáncer  de mama humano MCF-7, que la  ac ­

t iv id a d  es tim u lad o ra  de los estrógenos excede s ign if ica tivam en te  

a la  acción su p re so ra  del tam oxifen. Asimismo estos au to res  a -  

firm an que la  a f in id a d  de los estrógenos por los receptores  e s -  

trogénicos es 100 a 1000 veces mayor que la  de tam oxifen. Por 

ta n to ,  aunque  se sabe  que el tamoxifen e jerce  una  a c t iv id a d  

an ti tu m o ra l  en p re sen c ia  de es trógenos, en te o r ía ,  el efecto 

sup reso r  de tam oxifen podría  m ejorarse  reduciendo  los n ive les  

es trogénicos . Así, la  competencia en tre  estrogenos y tamoxifen
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por los recep tores  se re so lv e r ía  a favor de tam oxifen.

No o b s tan te ,  en los es tud ios  re a l izad o s  no se ha po­

dido es ta b le ce r  una  c la r a  su p e r io r id a d  de la  combinación de 

am inoglutetim ida y tamoxifen sobre estos agen tes  usados inde­

pendientem ente ( 1 8 1  ), aunque ex is te  una base  su fic ien te  p a r a  

d e s a r ro l la r  es tud ios  random izados en este campo.

11.5-— Q uim io te rap ia -ho rm ono te rap ia . -

La he te rogene idad  b iológica es probablem ente uno de 

los fac to res  más im portantes  que in te rv ienen  en el g rad o  y la  

durac ión  de la  re sp u e s ta  a una te ra p é u t ic a  endocrina  y c ito tó- 

x ica  en los cánceres  de mama.

Recientemente se ha demostrado que en el momento

en que el cáncer  de mama es d iagn o s ticad o  clín icam ente (es
o

d ec ir ,  cuando ex is ten  a lred ed o r  de 1 0  c é lu las )  contiene v a r ia s  

subpoblac iones c e lu la re s  de d ife ren tes  fenotipos. Estas  su b p o b la -  

ciones pueden p re s e n ta r  d ife ren c ias  en sus c a ra c te re s  m etabólicos, 

en el contenido de receptores  hormonales y en su inm unogenicidad; 

y cad a  subpoblac ión  puede responder diferentem ente a un t r a t a ­

miento endocrino, citotóxico o ra d io te rá p ic o .

Las observac iones  citoquím icas sobre la  d is tr ib u c ió n  

de los receptores hormonales en la s  c é lu la s  de cáncer  de mama, 

m uestran  una mezcla de tipos ce lu la re s  en cuán to  a contenido de 

receptores ( 1 8 2  ).
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La p resen c ia  de una ta s a  aum entada  de RE d e tec tada  

por métodos bioquímicos se asocia  generalm ente  a una  e levada  

proporción de cé lu la s  RE p o s i t iv a s ,  y éstos re su l ta d o s  hacen 

p e n sa r  que el g rad o  de re sp u e s ta  hormonal en los cánceres  de 

mama, depende de la  proporción de c é lu la s  RE p o s it iv a s  en un 

tumor.

Igualm ente se ha demostrado que la  t a s a  de RE 

puede ser  d isco rdan te  en m uestras  m últip les  y s im u ltán eas ,  en 

el caso de un mismo tumor, e inc luso  en tre  dos tumores de una 

misma mama ( 1 8 3  )• El g rad o  de d isco rd an c ia  en tre  dos b io p s ias  

s im ultáneas  en dos g ra n d e s  se r ies  es de 1 5  y  17% ( 1 8 4 ) y ha 

sido del 24% en tomas de b iops ias  s e r ia s  re a l iz a d o s  en el caso 

de la  misma pac ien te  ( 1 8 5 )

Todo ello nos induce a p en sa r  que la  m ayoría  de 

tumores de mama son heterogéneos y es tán  cons ti tu idos  por po r­

cen ta jes  v a r ia b le s  de c é lu la s  hormonodependientes (recep tores  

positivos) a l  lado  de o tra s  que no lo son (recep to res  n e g a t iv o s ) .  

Ello condiciona que la  re sp u es ta  te r a p é u t ic a  a la  hormona o 

qu im io te rap ia  no sea homogénea en todas  la s  c é lu la s ,  a s í  como 

la  ex is ten c ia  de grupos ce lu la re s  re s is te n te s  a uno u otro tipo  

de tra ta m ien to .

Considerando el d ife ren te  mecanismo de acción de 

ambas formas te ra p é u t ic a s  junto  a la  h ipó tes is  de una  doble po­

b lación  c e lu la r  en este t ipo  de tumores, la  aproxim ación más 

lógica p o d r ía  ser  la  combinación de qu im io te rap ia  y hormono-
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t e r a p ia  en aquellos  tumores con recep tores  hormonales pos it ivos .

Aunque teóricam ente es un p lan team ien to  te rap éu tico  

a t r a c t iv o ,  los re su l ta d o s  obtenidos con combinaciones qu im io te ra -  

p ia -ho rm ono terap ia  no lo g ra n  dem ostrar  u n a  su p e r io r id a d  del 

tra tam ien to  combinado

La m ayoría  de los ensayos in d ic a n  una mejoría en el 

índice  de r e sp u e s ta s ,  a s í  como en su d u rac ió n  con este t ipo  de 

tra tam ien to  pero la  su p e rv iv en c ia  g loba l no p arece  increm entarse

< 186-188  >•

Los re su l ta d o s  de combinación ooforectomía y quimio­

te r a p ia  en p ac ien te s  prem enopaúsicas  p a rece  se r  generalm ente 

sup erio r  a la  q u im io te rap ia  sóla en la  m ayoría  de la s  se r ie s ,  

pero son necesario s  más es tud ios  p a r a  a s e g u ra r  un c la ro  bene­

ficio en la  su p e rv iv e n c ia  de e s ta s  p ac ien te s  ( 1 8 7 - 1 8 9  )•

En m ujeres postm enopaúsicas los re su ltad o s  son menos 

fa v o ra b le s ,  y no h ay  una  d ife ren c ia  s ig n if ic a t iv a  de la  su p e r ­

v ivenc ia  cuando e s ta s  combinaciones te ra p é u t ic a s  se com paran 

con el uso secuenc ia l  de hormonas y qu im io te rap ia  ( 1 9 0  )•

En todos los es tud ios  re a l iz a d o s  con combinación 

horm ono-quim ioterapia  se echa de menos la  f a l ta  de información 

ace rca  del es tado  del recep to r  de la s  p ac ien te s  que e n tra ro n  en 

el estud io ; por ta n to  la  in te rp re ta c ió n  de los re su l tad o s  es 

d if íc i l .
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1 1 .6 .-  Nuevas formas de adm in is trac ión  q u im io te rap ia -h o rm o n o te rap ia .

Los tumores RE positivos tienden  a ser más d ife ren ­

c iados ,  con pequeña fracción  de crecim iento, como se ha demos­

t ra d o  con la s  medidas de índice mitótico con m areaje  de tim id ina  

t r i t i a d a  ( 1 3 7 - 1 3 8  ).

WEICHSELBAUM ( 191 ) ha mostrado un incremento de 

la  s e n s ib i l id a d  a l  Ara-C en la s  cé lu la s  de cán cer  de mama hu­

mano RE p o s i t iv a s ,  t r a s  aum entar el índice de crecimiento por 

la  ad m in is trac ió n  de concentraciones f is io lóg icas  de 17-beta e s -  

t r a d io l .  Posteriorm ente, si la  fracc ión  de crecim iento de é s ta s  

cé lu la s  dism inuye por la  ad ic ión  de dosis farm acológicas de es­

trógenos, la  s e n s ib i l id a d  a l  Ara-C decrece.

LIPPMAN y cois ( 156 ), han  es tu d iad o  los efectos 

de los estrógenos y an ties trógenos  en el crecim iento de c é lu la s

de cánceres  de mama humanos. En un ensayo dondo se añ ad ió
— 8  —7es tra d io l  10 M ó tamoxifen 10 M a la s  c é lu la s  en el momento

cero, no a p a rec ie ro n  d ife ren c ias  en el crecimiento c é lu la r  de la  

población control y en la s  c é lu la s  con estrógenos d u ra n te  la s  

p r im eras  14 h o ra s ;  después, cuando el e s tra d io l  estim ula la s  

cé lu las  empiezan a in co rp o ra r  t im id ina  en una proporción mayor 

que la s  cé lu la s  con tro l.  En cambio la s  cé lu la s  t r a t a d a s  con t a ­

moxifen, m uestran  una inh ib ic ión  a lred ed o r  de la s  14 h o ra s .  A
—8la s  36 horas  se les añad ió  e s tra d io l  10 M a la  m itad de la s  

c é lu las  in c u b a d a s  con tamoxifen. Después de 12 horas  se vió
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en és ta s  c é lu la s  un pico en la  incorporación  de t im id ina  con 

unos n ive les  que excedieron, no sólamente los de con tro l,  sino 

tam bién los n ive les  estim ulados por estrogenos.

La r e v e rs ib i l id a d  de la  inh ib ic ión  del tamoxifen por 

el e s t r a d io l  a s i  como la  observación  de que el efecto de tamoxi­

fen es p reven ido  por la  adm in is trac ión  s im ultánea  de e s tr a d io l ,  

sug iere  que el tamoxifen inh ibe  a la s  cé lu las  ac tuando  sobre 

recep tores  de es trogenos, y no por un efecto tóxico inespecífico  

de los an tie s tró g en o s .  Además el aumento de los n ive les  de in ­

corporación  de tim id ina  sobrepasando  a l  control sug ie re  que es­

ta s  c é lu la s  pueden ser b loqueadas  por un an ties trógeno  en un 

es tad io  del ciclo c e lu la r ,  pero que cuando añadimos e s tra d io l  

re v ie r te  la  inh ib ic ión  producida  por el tamoxifen en una  la r g a  

‘ proporción de c é lu la s  que e n tra n  en la  fase del ciclo c e lu la r  

de s ín te s is  de DNA.

Con todo ello , y basad o s  en que el cán cer  de mama 

exhibe he te rogene idad  c e lu la r  en cuan to  a l  es tado  de RE; que 

la  te ra p é u t ic a  hormonal y qu im io teráp ica  tiene d ife ren tes  meca­

nismos de acción y de to x ic id ad ; y que los agen tes  c ic lo -espe­

cíficos son más efectivos en a q u e l la s  cé lu las  en r á p id a  d iv is ió n ,  

la s  combinaciones de horm ono-quim ioterapia u t i l iz a d a s  con se­

cuencias  r a c io n a le s ,  pueden d a r  un mayor índ ice  de re sp u e s ta s  

cuando se com paran con una te ra p é u t ic a  a i s la d a .

Así se han  rea l izad o  d iversos  ensayos con este  tipo  

de com binaciones. LIPPMAN ( 1 9 2  ) re a l iz a  un es tud io  random izado
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con qu im io te rap ia  v e rsu s  an ties trógenos  seguidos con dosis 

f is io lóg icas  de estrógenos y posteriorm ente q u im io te rap ia .

Estos au to res  no en cuen tran  d ife ren c ia s  

en cuan to  a l  número de re sp u e s ta s ,  pero s í  que h a l la n  una  ma­

yor du rac ión  de la  re sp u es ta  y de la  su p e rv iv en c ia .

La ORTC ( 193 ) ha rea l izad o  un es tud io  usando  una 

e s t r a te g ia  s im ila r  de una inducción in ic ia l  con ab lac ió n  endo­

c r in a ,  segu ida  por dosis f is io lóg icas  de estrógenos, y por q u i­

m io te rap ia .  Sus datos in ic ia le s  han  mostrado una a l t a  proporción 

de re sp u e s ta s  incluyendo remisiones completas en más del 5 0 %.

ALLEGRA ( 194 ) tam bién u t i l iz a  un esquema s im ila r  

de tra tam ien to  con tam oxifen, estrógenos y una qu im io te rap ia  con 

m etro trexate  y 5 - f lu o ru ra c i lo ,  obteniendo un aumento de re sp u e s ­

ta s  g lo b a le s ,  de los cua les  5 6 % son re sp u es ta s  com pletas.

Por tan to  el uso de estos esquemas te rap éu tico s  

parece  prometedor en estos ensayos in ic ia le s .

1 1 .7 .-  T erapéu tica  ad y u v an te  con horm onoterap ia . -

En Europa se v ienen  re a l izan d o  v a r io s  ensayos con 

tamoxifen como te r a p ia  co ad yuvan te .  Entre ellos los de PALSHOF 

en Copenhage, ( 1 9 5  ). R1BE1R0 ( 1 9 6  ) en Manchester y un en­

sayo m ulticen trico  de BAUM ( 1 9 7  ) en I n g la te r r a .  U tilizan el t a ­

moxifen en los es tad ios  I y II tan to  en p re  como en postm enopaú- 

s ic a s .
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Se han  pub licado  sólo re su l tad o s  p re l im in a re s  de 

estos ensayos. En dos estudios todas  la s  p ac ien te s  han  sido ob­

se rv a d a s  a l  menos 5 años; en el resto  el tiempo medio de obser­

vación se encuen tra  en tre  17 y 29 meses. Los datos de su p e rv i­

vencia  to d av ía  no han  sido pub licados  en la  m ayoría  de estos 

ensayos.

En el grupo de Copenhage con un tiempo medio de 

seguimiento de 78 meses, el aumento en el in te rv a lo  l ib re  de 

enferm edad solo fuá s ig n if ica t iv o  en pac ien tes  postm enopaúsicas, 

m ien tras  que en la s  pac ien tes  p rem enopaúsicas  no se a lcanzó  la  

s ign if icac ión  e s ta d ís t ic a .  En el g rupo  de M anchester en que la s  

pac ien tes  p rem enopaúsicas fueron com paradas con c a s tra c ió n  r a -  

d io te rá p ic a  v e rsu s  tamoxifen la  su p erv iv en c ia  a los 5 años fuá 

s im ila r  en ambos g rupos.  En el g rupo  de p ac ien tes  postmenopaú­

s icas  la  su p erv iv en c ia  g loba l no mejoró a los 5 años en la s  que 

fueron t r a t a d a s  con tamoxifen fren te  a l  g rupo  con tro l,  pero un 

subgrupo  de p ac ien tes  con más de 4 g an g lio s  positivos  afectos, 

mostraron un beneficio  s ig n if ica t iv o  de la  te r a p e ú t ic a  ad y u v an te  

con tam oxifen.

El es tado  de los RE en el tumor p r im ar io  se valo ró  

en la  m ayoría de pac ien tes  que se inc luyen  en estos ensayos.

En el g rupo de Copenhague no se encontró  c o r re la ­

ción en tre  el efecto te rap eú tico  del tamoxifen y el es tado  del 

recep tor tan to  en p re  como en postm enopaúsicas , aunque  éstos 

datos son to d a v ía  muy p re l im in a res .
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En el estudio  de BAUM, tampoco se observan  d ife ren ­

c ia s  s ig n if ic a t iv a s  en cuanto  a l  es tado  de RE.

Los datos de éstos es tud ios  in d ican  que el tamoxifen 

como agen te  único puede p ro lo n g a r  el in te rv a lo  l ib re  de enferme­

d ad  en a lg ú n  g rupo  de p ac ien te s .  Y es p robab le  que los recep­

to res  estero ideos puedan  ser  u t i l izad o s  como factores  p red ic tiv o s  

p a r a  la  e f icac ia  de la  te r a p ia  end o crin a ,  pero los re su ltad o s  

son to d a v ía  p re lim in a res  y ac tualm ente no se pueden e x t ra e r  

conclusiones.

1 1 .8 .-  T e rapeú tica  ad y u v an te  con qu im io terap ia  + horm onoterapia

F1SHER ( 198 ) ha  p ub licado  los re su ltad o s  del p ro ­

tocolo B-09 del NSABP. En este ensayo se incluyen  p ac ien tes  con 

mastectomía r a d ic a l  y uno o más g an g lio s  a x i la r e s  pos it ivos .  

Realiza una  random ización , y a un grupo se le ad m in is tra  L-Pam 

y 5-FU y a l  o tro  L-Pam, 5-FU más tam oxifen. Las p ac ien tes  

fueron e s t r a t i f ic a d a s  según la  edad  y el número de g ang lio s  

p o s it iv o s .

La re c u rre n c ia  de enferm edad a los 3 años se redujo  

en la s  pac ien tes  mayores de 50 años y que tom aban el régimen 

de t re s  d rogas  y además te n ían  receptores  pos it ivos .  Este bebe-  

fic io  e ra  mayor en la s  que te n ía n  más de 4 g ang lio s  positivos  

y n ive les  de receptores e levados tan to  de RE como de RPg. En 

este  estud io  se concluye que el contenido de RPg en los tumores

i

i
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es un fac to r  p red ic tivo  de la  e fec tiv idad  del t ra tam ien to  combi­

nado quim io-horm onoterapia .

El es tudio  del CASE WESTERN RESERVE donde incluye 

p ac ien te s  con es tad io  II  y en la s  que se conocía el estado  de 

RE, es un ensayo random izado con dos b razos ,  uno de quimiote­

r a p ia  y otro de qu im io terap ia  más tomoxifen.

La ta s a  de re c u rre n c ia  en pac ien tes  RE p o s it iv as  

t r a t a d a s  con la  combinación quim io-horm onoterapia fuá más b a ja  

que en la s  pac ien tes  RE p o s it iv a s  t r a ta d a s  con qu im io te rap ia  

só loí 101) •

El g rupo LUDWING ( 19 9 ) re a l iz a  un ensayo de t e r a -

p eú tica  a d y u v an te  en mujeres postm enopaúsicas con cáncer  de

mama y compara la  quim io-horm onoterapia con tra ta m ien to  hormona 

sólo.

T ras  un seguimiento de 36 meses la  su p erv iv en c ia  l i ­

b re  de enferm edad fue s ign if ica tivam en te  mayor en la s  pac ien tes  

con el t ra tam ien to  combinado que en la s  que se les adm in istró  

sólo e n d o c r in o te ra p ia .  Cuando a n a l iz a n  los p a tro n es  del prim er 

f ra c a s o ,  se observó que la  quim io-horm oterapia  red u c ía  la s  re ­

c a íd a s  lo ca les ,  reg iona les  y a d is ta n c ia ,  m ien tras  que la  endo­

c r in o te ra p ia  d ism inuía  únicamente la s  re c id iv a s  locales  y reg io ­

n a le s .

Aunque p rom etedores , los re su ltad o s  son to d av ía  

p rem atu ros  p a r a  e x t r a e r  c u a lq u ie r  tipo  de conclusión, siendo 

n ecesario s  nuevos estudios en este  sentido p a r a  confirm ar los
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re su l ta d o s .

12.- RECEPTORES HORMONALES COMO FACTOR PRONOSTICO

La u t i l id a d  de la s  determ inaciones de receptores no 

se l im ita  a la  p redicción  de la  re sp u es ta  del cán ce r  de mama 

a la  te ra p é u t ic a  endocrina . Se ha  demostrado que la  p resen c ia  

o au sen c ia  de los mismos en el tumor p rim ario  es tam bién un 

factor pronóstico .

Pacien tes  con RE positivos tienen  un mayor in te rv a lo  

l ib re  de enferm edad y su p erv iv en c ia  que a q u e l la s  con tumores 

que carecen  de los mismos.

VALAGUSSA ( 200 ) dem uestra que pac ien tes  con g a n ­

glios nega tivos  y receptores estrogénicos negativos  tienen  un in ­

te rv a lo  l ib re  de enfermedad s im ila r  a p ac ien tes  con g an g lio s  po­

s it iv o s ,  s irv ien d o  esto de b ase  p a r a  poder se lecc ionar subgrupos 

de p ac ien te s  con g ang lio s  n eg a tiv o s ,  que pueden ten e r  una  evo­

lución más d esfavorab le  y p o d r ía n  ben ef ic ia rse  de una te ra p é u ­

t ic a  a d y u v a n te .

En lo que respec ta  a los RPg,PICHON (201 ) ha de­

mostrado que su p o s it iv id a d  es un fac to r  de buen pronóstico, 

aún  en los casos que presen ten  fac tores  d e s fav o rab le s ,  ta le s  

como g an g lio s  a x i la re s  afectos, prem enopausia , e tc .  Estos h a ­

llazgos  son s im ila res  a los observados por POUILLART (202 )

en el cán ce r  de mama m etástas ico .
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CLARK ( 203 ) igualm ente observa que en pac ien tes  

con e s ta d io  II  de cáncer  de mama que rec ib ie ron  te ra p é u t ic a  

a d y u v an te  la  ex is ten c ia  de RPg fuá más im portante  que la  de 

RE como p re d ic to ra  de una mayor su p erv iv en c ia  l ib re  de en fe r­

medad. A nalizando d ife ren tes  factores  pronósticos, ta le s  como 

tamaño tum ora l,  afectación a x i l a r  y t ra tam ien to  rec ib ido , so la ­

mente el número de gang lio s  positivos y la  p resen c ia  de RPg 

fueron s ig n if ic a t iv o s  en la  predicción  de un mayor in te rv a lo  

l ib re  de enferm edad. No o b s tan te ,  se requ ie ren  la rg o s  períodos 

de seguim iento p a r a  d e f in ir  mejor la  su p e r io r id a d  de los RPg 

sobre los RE en cuán to  a su in fluenc ia  en el pronóstico  de 

es ta  enferm edad.



P L A N T E A M I E N T O  D E  T R A B A J O



-72-

PLANEAMIENTO DE TRABAJO

El cáncer  de mama es , s in  duda  a lg u n a ,  el que con 

mayor frecuenc ia  padece la  m ujer. Aproximadamente una  de cada  

13 c o n tra e rá  es ta  enferm edad, que a d o p ta rá  la  forma d isem inada  

m e ta s tá s ica  en el 60-70% de los casos.

P a ra  a b o rd a r  es ta  fase  a v a n z a d a  de la  enferm edad 

se d ispone básicam ente de dos tipos de te r a p é u t ic a s ,  la  quimio­

te r a p ia  y la  horm onoterapia .

La hormonodependencia del cán ce r  de mama se conoce 

desde 1896 cuando BEATSON ( 2 ) observó la  reg res ió n  de tumores 

in o p erab le s  en pac ien tes  prem enopaúsicas , t r a s  r e a l i z a r  la  o v a -  

r iec tom ia. Posteriormente se u t i l iz a ro n  con el mismo f in  la  a d re -  

nalectom ía y hipofisectomía que a lcan za ro n  s im ila res  r e sp u e s ta s .

Estos procederes  ab la t iv o s  s e rv ía n  p a r a  e l im in a r  la s  

fuentes  de hormonas c i rc u la n te s ,  la s  cu á les  e s tim u lab an  o mante­

n ían  el crecimiento de los tumores de mama.

La elección de la  te r a p ia  endocrina  p a r a  e s ta s  p a ­

c ien tes  se r e a l iz a b a  de forma em pírica , b a sad o s  en c ie r to s  c r i ­

te r io s  c lín icos ta le s  como, estado  menopaúsico, in té rv a lo  l ib re  

de enferm edad, tipo de lesión dom inante. Y a p e s a r  del t ipo  de
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t e r a p ia  endocrina  empleada la  reg res ión  tum oral ta n  sólo o c u r r ía  

en un 20-30% de la s  p ac ien te s .

Sin embargo, en la s  dos décadas  p a s a d a s ,  la s  in v es ­

t ig ac io n es  r e a l iz a d a s  por FOLCA ( 10 ) y JENSEN ( 11 ) sobre el 

modo de acción de la s  hormonas e s te ro id eas ,  y la  iden tif icac ión  

de su s ta n c ia s  c itop lasm icas  responsab les  de la  re tenc ión  e s tro g é-  

n ica  "Receptores hormonales" han  perm itido comprender y t r a t a r  

mejor los cánceres  de mama.

Los resu ltad o s  p roven ien tes  de la  m ay o ría  de la b o ra ­

to rios  h an  mostrado que los cánceres  de mama que no contienen 

recep to res  citoplásmicos de estrógenos raram ente  re sp o n d erán  a 

una  te ra p é u t ic a  endocrina .

No o b s tan te ,  aunque la  p resen c ia  de recep to res  e s tro -  

génicos es una condición n e c e sa r ia ,  e l la  no siempre es sufic ien te  

p a r a  ob tener una re sp u es ta  fa v o ra b le ,  ya  que el 40% de la s  p a ­

cien tes  no responden a p e sa r  que el re su l tad o  sea pos itivo .

HORWITZ ( 75 ) sug ie re  que c iertos  tumores RE posi­

tivos  no responden a m anipulaciones endocr inas ,  porque ex iste  

un defecto en a lg ú n  paso  d is ta l  del mecanismo de acción e s tro -  

g én ica ,  conduciendo a un crecimiento autónomo. Es necesario  

confirm ar la  in te g r id a d  de la  secuencia  m etabólica que es desen­

cad e n a d a  por la  unión del estrógeno a l  recep to r. Los receptores 

de p rogeste rona  son un producto f in a l  de la  acción de los es­

trógenos a n ivel c e lu la r .  Por tan to  la  determ inación de ambos 

recep tores  en un tumor nos d a rá  una visión  más am plia  del
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mecanismo hormonal c e lu la r .

Todo ello , sug ie re  que en los tumores de mama debe 

ser  medido tan to  el contenido de RE como de RPg, y estos r e s u l ­

tados  pueden ay udarnos  a in d iv id u a l iz a r  el t ra ta m ien to  de la s  

p ac ien tes  con cáncer  de mama.

Con es ta  f in a l id a d ,  la  p r im era  p a r te  del t r a b a jo  ha 

es tado  d i r ig id a  a l  estudio  de la  re p ro d u c t ib i l id a d  metodológica 

deiC ensayo  de Carbón-D extrano p a r a  la  determ inación  de recep­

to res  de es trógeno y p rogesterona  en nues tro  la b o ra to r io ,  y p a r a  

su cu an tif ic ac ió n  mediante el método matemático de S ca tchard  con 

cinco p u n to s .  P a ra  e llo , valorarem os en un te j id o  homogéneo y 

rico  en ambos recep to res , como es el ú tero  de v a c a :

-  La v a r ia b i l id a d  in tra e n sa y o  en te j ido  p u lv e r izad o  

y en "pool" de citosol del mismo.

-  La v a r i a b i l id a d  in te r -e n sa y o  en te j id o  p u lv e r iz ad o  

y en "pool" de c itoso l.

-  La in fluenc ia  de la  forma de conservación  del 

te jido  p u lv e r iz ad o .  Congelándolo a 809C, o en Ni­

trógeno líqu ido  (-1?©9C).

La metodología a n te r io r  exige c a n t id a d e s  su fic ien tes  

de te j ido  tum oral que en ocasiones es p rác ticam en te  in v ia b le ,  

sobre todo, si proceden de b io p s ias  de m e tá s ta s is  o de tumores 

pequeños. Por lo cu a l  nos proponemos e s tu d ia r  la  p o s ib i l id a d  

de s u s t i tu i r  la  s is tem ática  a n te r io r  por o tra  técn ica  más simple
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que co n s is ta  en u t i l i z a r  una sóla concentración de hormona mar­

c a d a .  A e s ta  metodología le llamaremos "Monopuntual". P a ra  ello:

-  Realizaremos una  va lo rac ión  e s ta d ís t ic a  in v es t ig an d o  

el coeficiente de corre lac ión  en tre  los dos métodos 

Monopuntual y S ca tchard .

T ras  la  va lo rac ión  del método de determ inación  de 

recep tores  y a v e r ig u a r  su re p ro d u c t ib i l id a d  nos proponemos a n a ­

l i z a r  el contenido de RE y RPg en:

-  Tumores localmente avanzados  que por l a s  c a r a c te ­

r ís t ic a s  de los mismos, la s  pac ien tes  rec iben  un 

tra tam ien to  de inducción con qu im io te rap ia  y luego 

pueden ser in te rv e n id a s  qu irú rg icam en te .

-  Lesiones m e tas tá s icas  de cáncer  de mama que sean  

accesib les  p a ra  b io p s ia r .

-  Tumores loca lizados de mama, en los que la  p r im era  

ac t i tu d  te ra p é u t ic a  es la  mastectomía.

Existen in v es tig ad o res  que han  ap o rtad o  da tos  sobre 

la  d is tr ib u c ió n  de RE y RPg en cuan to  a p o s it iv id a d  o n e g a t iv i -  

dad , pero  hay  pocas pub licac iones  sobre n iveles  c u a n t i ta t iv o s  y 

re lac ión  en tre  e llos.

Se ha demostrado que los n iveles  de RE p re sen te s  

en un tumor son más im portantes  que la  ex is ten c ia  o a u sen c ia  

de los mismos en cuanto  a la  obtención de una r e sp u e s ta  a la
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t e r a p ia  en d o c r in a .  Además parece  ser  que ex is te  una re lac ión  

d i re c ta  en tre  los n ive les  de RE y po rcen ta je  de RPg positivos 

en un tumor. Por ello:

-  Analizamos la s  re lac iones  en tre  n ive l de RE y 

f recuenc ia  de a p a r ic ió n  de RPg.

La m ayoría  de es tud ios  m uestran  que la s  mujeres 

postm enopaúsicas , a s í  como de mayor ed ad ,  p re se n ta n  una in c i­

dencia  más a l t a  de RE positivos que en p rem enopaúsicas . pero

ex is ten  muchas co n tro v e rs ia s  en c u a l  es el fac to r  responsab le

de este aumento. No o b s tan te ,  se ha  sugerido  que la  ex is ten c ia  

y c a n t id a d  de RE y RPg pueden se r  reg u lad o s  en el mismo te ­

j ido  tum ora l,  y que factores  hormonales pueden  in f lu i r  en el 

contenido de recep to res  en el propio  tum or. También se ha su ­

g er ido  que los n iv e les  e levados de p roges te rona  en la  fase  l u -  

te ín ic a  del ciclo m enstrua l ju eg an  un p ap e l  im portan te  en c u a n ­

to a la  menor in c id en c ia  de RPg positivos  en p ac ien tes  in te rv e ­

n id a s  en e s ta  fase  del ciclo.

Por lo c u a l ,  nos proponemos a n a l i z a r  en los tumores 

loca lizados  de mama, la  inc idenc ia  y n ivé l  de RE y RPg en re ­

lación  con el:

-  Estado menopaúsico.

-  Edad de la s  p a c ien te s .

-  Fase del ciclo m entrua l en el momento de la

m astectom ía.
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E1 contenido de recep tores  en un tumor de mama, 

puede r e f le ja r  d ife ren c ia s  en el huésped o en los mecanismos 

pa togén icos  del tumor pudiendo e x is t i r  re lac ión  en tre  los recep­

to res  y aque llo s  fac tores  que re f le ja n  a c t iv id a d  tum oral en 

cán ce r  de mama. Analizamos si fac to res  de r iesgo  bien e s ta b le ­

cidos se re lac io n an  con la  p re sen c ia  de recep tores  en el tumor:

-  Tamaño tum oral.

-  Número de g an g lio s .

La c a u sa  por la  que un c ie r to  número de pac ien tes  

con tumores RE positivos  no respondan  a l  tra ta m ien to ,  a s í  como 

el que c ie r to s  tumores RE negativos  s í  lo h a g a n ,  no es tá  a c la ­

r a d a .  Según la  ex p er ienc ia  de d is t in to s  a u to re s ,  una explicación  

a estos hechos e s ta r í a  en la  v a r i a b i l id a d  en el contenido c e lu la r  

de recep to res  en la s  d iv e rsa s  p a r te s  de un mismo tumor, y es 

por lo que queremos:

-  I n v e s t ig a r  la  in c id en c ia  de la  v a r iac ió n  in t r a t u -  

moral en contenido de receptores  de estrógeno en 

tumores de mama.

Una nueva  l ín ea  de in v es tig ac ió n  ha sido a ñ a d id a  a 

la  determ inación  de recep to res . Se ha  demostrado que los tumores 

que no contienen RE recaen  más precozmente que los tumores con 

RE pos it ivos .

Los t r a b a jo s  de PICHON ( 201),  CLARCK (203) y

i
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FISHER (198) dem uestran  que los receptores de p rogesterona  son 

un fac to r  pronóstico  independien te  del estado  menopaúsico, nú ­

mero de g an g lio s  a x i la r e s  in f i l t r a d o s  y tipo  de tra tam ien to  re ­

c ib ido . Además s e ñ a la n  que los RPg in troducen un mayor c r i ­

te r io  de selección p ronostica  que los RE, ya  que pueden ser con­

s id e rad o s  como un m arcador de la  re sp u es ta  de la  acción e s tro -  

g é n ic a ,  y como t a l  p o d r ía n  ser  re fle jo  en un tumor de una ma­

yor d ife renc iac ión  c e lu la r .

Los da tos  ex is ten tes  no son concluyentes.

En n u es tro  estudio  nos proponemos a n a l iz a r :

-  El índ ice  de r e c a íd a s ,  en un grupo de pac ien tes  

con cán ce r  de mama es tad ios  I ,  II y I I I  que re ­

c ib ie ro n  tra tam ien to  a d y u v a n te ,  y re la c io n a r la s  

con la  p re sen c ia  de RE y RPg en sus tumores.



M A T E R I A L  Y M E T O D O S
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MATERIAL Y METODOS.-

1 . -  MUESTRAS TUMORALES

Este es tud io  e s tá  re a l iz a d o  en una se rie  de 332 mues­

t r a s  tum orales  que proceden de mujeres con n e o p la s ia s  de mama, 

d ia g n o s t ic a d a s  en el Hospital Clínico U n ivers ita r io  de Valencia 

(HCUV) y en el H ospital General de Valencia (HGV), en tre  mayo 

de 1.982 y diciem bre de 1.984.

La d is tr ib u c ió n  de la s  m uestras  a n a l iz a d a s  es:

-  20 carcinom as de mama localmente avanzados

( T ^ ^  ^O-l-2-3^0^ °  con c a r a c te r^s t i cas  evo lu tivas  

(PEV 1-2-3). este  g rupo  de pac ien tes  fueron m astec- 

tom izadas t r a s  h a b e r  rec ib ido  todas  e l la s  t ra ta m ie n ­

to c i to s tá t ic o  + r a d io te ra p ia .

La m uestra  tum oral p a r a  el a n á l i s i s  de receptores  

se obtuvo de la  p ieza  de mastectomía.

-  M etás tas is  de carcinom as de mama, de d iv e rsa s  

loca lizac iones :

* 13 gang lio s  a x i la re s  c o n tra la te ra le s  y g a n ­

glios  s u p ra c la v ic u la re s  hom olatera les o
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c o n t r a la te r a le s .

* 13 lesiones c u tá n e a s .

* 10 rec id iv as  sobre c ic a t r iz  mastectomía.

* 3 mama c o n t r a la te ra l .

* 1 m etás tas is  c e re b ra l .

La determ inación de receptores se hizo b iopsiando

el lu g a r  de la  m etás tas is  que e ra  acces ib le .

-  267 Carcinomas de mama lo c a l iz a d o s . Las pac ien tes  

de este grupo fueron m astec tom izadas, s in  

h ab e r  rec ib ido  n ingún  tipo  de tra tam ien to  

c i to s tá tico ,  feuftnoual n i r a d io te rá p ic o  p rev io . 

Estas pac ien tes  pertenecen  a los e s tad ios  I ,

II y I I I .

Todas la s  m uestras  tum orales  fueron d iv id id a s ,  r e ­

mitiéndose una sección p a ra  la  determ inación de recep tores  t u ­

morales y el res to  de la  m uestra p a r a  es tud io  h is topato lóg ico .

La porción d es tin ad a  p a r a  el es tud io  de recep to res ,  

cuando é s ta  p roced ía  del Hospital Clínico, se in tro d u c ía  inme­

d ia tam ente  en n itrógeno líq u id o , procediéndose a su envío a l  

la b o ra to r io  de receptores  hormonales, donde se a lm acenaba  a 

-60°C, h a s ta  el momento de la  rea l izac ió n  de la  técn ica .

Las m uestras  procedentes del Hospital G eneral, se 

in tro d u c ían  re c u b ie r ta s  de a lg ú n  m ate r ia l  a i s l a n te ,  en un r e ­

c ip ien te  lleno de h ielo , o en n itrógeno  l íq u id o  y t r a n s p o r ta d a s  

a l  la b o ra to r io  de receptores  del Hospital C línico, donde se
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p ro cesab an  de la  misma forma que la s  a n te r io re s .

En el g rupo  de pac ien tes  con tumores localmente a -  

vanzados se rea l izó  el d iagnóstico  por medio de examen c lín ico , 

mamografía y te rm o g ra f ía ,  y se les p rac t icó  una  punción a s p i r a ­

t iv a  o b io p s ia  p a r a  el d iagnóstico  h isto lóg ico .

A este  g rupo  de pac ien tes  se les ad m in is tra ro n  de 

3-5 ciclos de qu im io te rap ia  de inducción con a d r ia m ic in a  (ADM), 

v in c r is t in a  (VCR) 5 -fluo ruac ilo  (5—FU) y m elfa lán , y en dos 

p ac ien tes  se les asoció r a d io te ra p ia .

En to d as  la s  pac ien tes  de este  g rupo  t r a s  el t r a t a ­

miento de inducción fuá posible  r e a l i z a r  una  mastectomía r a d ic a l  

m o d if icad a .

Posteriorm ente, la s  pac ien tes  s ig u ie ro n  con tra tam ien to  

s is tem ático  con la  asociación  qum io terap ia  de ADM, 5-FU y CPM, 

h a s ta  que la  dosis  de ad r iam ic in a  to ta l  a lcanzó  los 450 mg/m2. 

s igu iendo  posteriorm ente h a s ta  com pletar los 12 meses de t r a t a ­

miento con un esquema de CPM, 5-Fu y m etro trexate  (MTX).

A la s  p ac ien tes  con recep to res  hormonales positivos  

se les asoció t ra ta m ien to  hormonal con tamoxifen 20 m g /d fa ,  du­

ra n te  12 meses.

El seguim iento de la s  p ac ien tes  se re a l izó  de la  s i ­

g u ien te  forma: ex p lo rac ión , hemograma, b io log ía  h e p á t ic a ,  fun­

ción r e n a l ,  Ca, P y CEA cad a  t re s  meses los dos prim eros años , 

posteriorm ente c a d a  6 meses. Una r a d io g ra f ía  de tó ra x  c ad a  6 

meses y g a m a g ra f ía  osea y m amografía a l  año . La ev idenc ia  de
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r e c a íd a ,  cuando  fué pos ib le ,  se confirmó m ediante b io p s ia .

Las pac ien tes  con lesiones m e ta s tá s ica s ,  rec ib ie ron  

t r a s  la  b io p s ia  y confirmación h is to lóg ica  del tum or, t ra tam ien to  

hormonal, quim ioterápico  o ambos, según el re su l ta d o  de la  de­

term inación  de recep to res .  Los esquemas te rap éu tico s  ap licados  

en este g rupo  de p ac ien tes  fueron rea lizad o s  según la  edad  y 

" s ta tu s  perform ance” de la s  mismas.

Las p ac ien tes  del g rupo  con tumores p r im ario s  que 

fueron m astectom izadas in ic ia lm en te , y cuyo d iagnóstico  se r e a ­

lizó en el HCUV, se e s t ra t i f ic a ro n  según grupos de r ie sgo  con 

a r re g lo  a l  TNM (204) p a r a  re c ib i r  un tra tam ien to  ad y u v a n te  

sistémico con qu im io te rap ia  más menos horm onoterapia .

Las p ac ien tes  fueron co n s id e rad as  p rem enopaúsicas , 

si la  fecha del último período m enstrua l e ra  menor o ig u a l  a 

12 meses y postm enopaúsicas  si la  últim a m enstruación h a b ía  

ten ido  lu g a r  h a c ía  más de un año, o si los ovarios  h a b ía n  sido 

e x t irp a d o s  h a c ía  más de 12 meses.

En p ac ien te s  con período m enstrua l ac tivo  en el mo­

mento de la  mastectomía se anotó la  fecha de la  ú ltim a re g la  

an tes  de la  in te rv en c ió n , a s í  como la  r e g u la r id a d  de sus c i ­

clos m en stru a les .

El tam año tum oral, y el número de g a n g lio s  in f i l ­

t ra d o s  se ob tuv ieron  del informe h istopato lóg ico .

El tra ta m ien to  a d y u v an te  se rea lizó  del s ig u ien te

modo:
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1 . -  Las p ac ien tes  con tumores de h a s ta  5 cms. de

diám etro  y s in  g an g lio s  a x i la r e s  afectos rec ib ie ron  3 u 8 ciclos

de una combinación de ADM y CPM, según el tam año tum oral 

fuese un ó T2 .

2 . -  Las p ac ien tes  con gang lio s  a x i la r e s  in f i l t ra d o s

se su b d iv id ie ro n  según el número de los mismos en dos g rupos:

de 1-3 y más de 3; ambas rec ib ie ron  8 ciclos de una combina­

ción de cu a tro  fárm acos ADM, CPM, 5-FU y MTX. En el g rupo  de 

más de 3 g an g lio s  la  dosis de ADM fue mayor. El MTX se su­

prim ió en ambos g rupos  de pac ien tes  t r a s  los t re s  prim eros c i­

c los.

3 . -  El g rupo  de p ac ien tes  con tumores ^ i_2-3 

M^ pero  que fueron m astectom izadas in ic ia lm en te , rec ib ie ron  un 

t ra ta m ien to  con ADM, CPM y 5-FU d u ran te  8 ciclos y p o s te r io r ­

mente un esquema de CPM, 5-FU y MTX h a s ta  com pletar los 12 

meses de t ra ta m ie n to .

Cuando los receptores esteroideos fueron pos it ivos ,  

la s  p ac ien tes  rec ib ie ro n  además horm onoterapia con tamoxifen 

20 m g/d ía  d u ra n te  un año.

Si la s  pac ien tes  p re se n ta b a n  tra s to rn o s  ECG, o te n ía n  

más de 70 años , se les  adm in istró  un esquema de tra tam ien to  

s im ila r  a l  a n te r io r  pero  sin  ADM, la  cu a l  se s u s t i tu ía  por 

M ltomicina-C.

T ras  el d iagnóstico  de carcinom a de mama, a todas 

la s  p ac ien te s  se les  re lizó  el s ig u ien te  es tudio  de ex tensión:



h is to r ia  y examen fís ico, es tud io  de lab o ra to r io  (hemograma,

VSG, b io logía  h e p á t ic a ,  r e n a l ,  LDH, CA, P y g lucem ia, CEA), 

e lec troca rd iog ram a , r a d io g ra f ía  de tó ra x ,  g a m a g ra f ía  osea , y 

ecografía  h e p á t ic a .

Antes de la s  adm in is trac ión  de cad a  ciclo de q u i­

m io terap ia  se rea lizó  exploración  f ís ic a ,  hemograma y ECG.

Si la s  c i f ra s  de g ran u lo c ito s  e ran  menores de 2000/
3 3cm y /o  el conta je  de p la q u e ta s  menor de 125.000/cm an tes  del

c ic lo , se r e t r a s a b a  una semana la  adm in is trac ión  del t ra tam ien to

y s i la s  c i f ra s  se m antenían  b a ja s  se d ism inuía  el 25% de la

dosis .

El seguimiento de la s  p ac ien tes  se rea l izó  de la  

misma forma que el de la s  p ac ien tes  con tumores localmente a -  

vanzados  que rec ib ían  qu im io te rap ia  p re v ia .

M uestras tum orales mayores de 2 cm s.

Con la  f in a l id a d  de e s tu d ia r  la  v a r ia c ió n  in t r a tu -  

moral de los n ive les  de receptores de estrógenos en los tumores 

de mama, se a n a l iz a ro n  29 tumores mayores de 2 cms de diám etro .

La m uestra tum oral d e s t in a d a  a l  es tud io  de receptores  

fue d iv id id a  en dos secciones p a r a  de term inar  la  posib le  v a r i a ­

b i l id a d  en cuánto  a contenido de los R.E. den tro  del mismo tumor.

Ninguna de la s  p ac ien tes  h a b ía  rec ib ido  tra ta m ien to  

p rev io .  Y en este es tudio  se incluyeron  tumores procedentes de
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pac ien tes  p re  y postm enopaúsicas .

Uteros de v a c a s . -

P a ra  el es tud io  de la  r e p ro d u c t ib i l id a d  de la  téc­

n ic a ,  a s í  como control positivo  en la s  determ inaciones de RE 

y RPg. se u ti l izó  ú tero  de v a c a ,  porque es un te j ido  conside­

rado  homogéneo y rico  en recep tores  de es trógeno y p ro g es te ro n a .

Se obtuvieron  ú teros  de v acas  s a c r i f ic a d a s  en el 

M atadero de V alencia , u ti l izándo los  como m uestras  en el estudio  

de la  re p ro d u c t ib i l id a d  de la  té cn ica .  Además tam bién se u saron  

como contro les  positivos en los ensayos de recep tores  r u t in a r io s .

Este m a te r ia l  fué lav ad o  con tampón de homogeniza- 

ción frío  p a r a  e l im inar  la  s an g re  que p u d ie ra  contener y se 

co rtd  en v a r i a s  p iezas  que fueron in tro d u c id a s  inm ediatam ente 

en n itrógeno  l íqu ido  y t r a n s p o r ta d a s  a l  HCUV, donde se a lm a­

cenaron  a l  ig u a l  que la s  m uestras  problem as en un congelador 

a -8 0 9C. h a s ta  el momento de su uso.

2 . -  REACTIVOS Y MATRIAL DE LABORATORIO

-  Agua d e s t i la d a .

-  Albúmina b ov ina .  Sigma.

-  Alcohol e tíl ico .  Merck.

-  Acido c lo rh íd r ico , Merck.
I

i
t
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Botella 20 mi.

Botellas 10 mi.

Carbón ac tiv ad o ,  Norit A. Sigma. 

Carbonato  sódico. Merck.

Cloruro sódico, Merck.

C ubetas .

Dextrano. Chemical Ltd. 

D ie t i l - s t i l -b e s tro l ,  Sigma. 

D ih idro te tos terona . Sigma.

EDTA. Sigma.

E spá tu la  de acero .

E s trad io l  (2 ,4 ,6 ,7  E s trad io l  3H) I t i s a .  

Frascos líqu ido  de centelleo .

Glicerol. Sigma.

Hidróxido sódico, Merck.

Hielo t r i tu r a d o .

M artillo .

m atraces  afo rados .

Monothioglycerol. Sigma.

N itr ó g e n o  l í q u i d o .

Pinzas

P ipe tas  p a s te u r .

P ipe tas  Gilson.

P ip e to r .

P lacas  de p e t r i .



-  POPOP. Amersham/Searle

-  PPO. Amersham/Searle

-  Promegestone (17 -m etil 3H) I t i s a .

-  Promegestone (17 -m etil ). I t i s a .

-  reac tiv o  de Folin . Sigma.

-  Sulfato cúprico . Merck.

-  t a r t r a to  Potásico sódico. Sigma.

-  termos de acero .

-  T ije ra s .

-  Tolueno. Merck.

-  T r is .  Sigma.

-  Tubos de c r i s t a l  py rex

-  Tubos p lá s t ico  de 30 mi.

-  Tubos de po lica rbona to  p a ra  u l t ra c e n tr i fu g a

-  Vasos de p rec ip i ta d o

SOLUCIONES Y TAMPONES

-  Solución Tris Buffer (TED)

1.21 g .  T r is .

0,55 g .  EDTA.

100 mi. g l ice ro l .

100 j i l .  m onothioglicerol.

1000 mi. ag u a  d e s t i la d a .
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-  Solución C arbón-dex trano .

10 mi. Tris  o , l  M 

0,25 g .  Norit A 

0,0025 g r .  Dextrano.

100 mi. ag u a  d e s t i la d a .

-  Líquido de centelleo .

4 g .  PPO.

50 mg. POPOP 

1000 mi. de Tolueno.

-  SoluciónMA" determ inación p ro te fna .

20 g . CO^ Na2

1000 mi. Na OH 0 ,1  M.

-  Solución "B” .

5 g r .  SÔ , Cuj- H20

10 g r .  T a r tra to  potásico  sódico. 

1000 mi. ag u a  d e s t i la d a .

-  Reactivo de Folin.

9 mi. Folin 

9 mi. ag u a  d e s t i la d a .

APARATOS.

-  A gitador

-  C entrifuga re f r ig e ra d a  HERAEUS CHR1ST, CRYOFUGE G-6
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Congelador -209C IGNIS

Congelador -809C KOSKA

Contador Beta. LKB WALLAC. 1217 RACK BETA

Espectro-fotómetro SHIMADZU CL-720.

Homogenizador BRAUN.

P u lverizador

R efrigerador a 4 9 C KELV1NATOR. 

U ltracen tr ífuga  re f r ig e ra d a  BECKMAN L8 -  80. 

Vortemixer.



5 . -  METODOS

La m ayoría  de los métodos p a r a  d e te c ta r  la  a c t iv id a d  

del recep tor se b a s a n  en un mismo p r in c ip io  bás ico : la  in cu b a ­

ción del c itoso l con es te ro ides  rad io ac tiv o s  y l a  determ inación 

de la  r a d io a c t iv id a d  un id a  a la  p ro te ín a  recep to ra .

V ar ia s  son la s  técn icas  u t i l iz a d a s  p a r a  s e p a ra r  la  

hormona u n id a  del recep tor de la  hormona l ib re ,  pero  en todas 

e l la s  ex iste  u n a  fase  común que es el a islam ien to  del citoplasm a 

c e lu la r .

En n u es tro  estudio  la  técn ica  u t i l iz a d a  p a r a  la  v a lo ­

rac ión  de los n ive les  de RE y RPg ha  sido la  de C arbón-D extrano 

( 85 ). la  secuencia  esquem ática que se sigue p a r a  la  r e a l iz a ­

ción de la  misma, es la  que puede verse  en e l  esquema n 9 i .

En el c itop lasm a, los recep tores  es te ro ideos , se en­

c u e n tran  en forma so lub le , por lo cu a l  el te jido  p a r a  ser  a n a ­

lizado  es prim ero p u lv e r iz ad o ,  seguido de una homogenización, 

sometiéndose posteriorm ente a una cen tr ifugac ión  a a l t a  veloci­

d ad ,  t r a s  la  c u a l  el su p e rn a d a n te  que obtenemos llam ado c ito -

sol, es la  fuente  de los receptores  citoplásm icos so lub les .

La p ro te ín a  conten ida  en el citosol se mide por el
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METODO DE DETERMINACION DE RECEPTORES ESTEROIDE0§

TEJIDO TUMORAL CONGELADO
i

PULVERIZACION
iHOMOGE NIZACION

\
ULTRACENTRIFUGACION (100.000 g )

 " i"PELLET" CITOSOL

PROTE I NA (LOWRY)

INCUBACION CON
/  NESTEROIDES (3H*) ESTEROIDES (COMPETIDORES)
\  /

CARBON- DEXTRANO

J
CENTRIFUGACION

CARBON SEDIMENTADO CONTAGE DE RADIOACTIVIDAD (SUPERNADANTE)

CALCULO DE RECEPTORES
SCATCHARDAFINIDAD HORMONA-RECEPTOR
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método de Lowry (205).

El método de C arbón-dex trano , consis te  en in c u b a r  

d is t in ta s  fracc iones  del citosol con c a n t id a d e s  crec ien tes  de 

hormona m arcada con y sin  competidor (hormona no m a rcad a ) .

T ras  la  incubac ión , los es te ro ides  m arcados no unidos a l  recep­

to r  son e x tra íd o s  mediante una suspensión  de carbón : La ra d io ­

a c t iv id a d  conten ida  en los tubos de ensayo t r a s  la  sedim enta­

ción del carbón  es medida en un contador de cente lleo , y a s í  

evaluam os la  concentración  de complejos m arcados.

La cu an tif icac ió n  se r e a l iz a  por el método de Scat- 

c h a rd ,  rep resen tan d o  gráficam ente  la  f racc ión  de hormona l ig a d a  

a l  recep tor v e rsu s  el cociente hormona l ig ad a /h o rm o n a  l ib re .

Esta re p re se n ta c ió n  permite conocer la  c a n t id a d  to ta l  de recep­

tores  específicos p resen tes  en la  m uestra  y la  constan te  de 

d isociac ión  del complejo hormona recep to r.

5 .1 . -  P rep a rac ió n  del te jido  tu m o ra l . -

5 .1 .1 .  Recogída_dj? 21a_mue_stra_L-

E1 te jido  tum oral se mide y una  vez conocido su t a ­

maño se s e p a ra  una porción del mismo p a r a  el a n á l i s i s  de los 

recep to res .

En este  momento si es pos ib le , debe e lim inarse  toda 

la  g r a s a ,  a s í  como el te jido  necrótico que pueda  con tener, y 

debe se r  lav ad o  con tampón TED o solución s a l in a  iso tónica  f r í a ,  

p a r a  e l im inar  todo el contenido de s a n g re ,  an tes  de ser congelado.
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Inmediatamente se in troduce  en n itrógeno  l íq u id o , ya  

que los recep tores  esteroideos son extrem adam ente lá b i le s  y 

cuando no son conservados correctam ente pueden d a r  re su l tad o s  

fa lsam ente  n eg a tiv o s .

5 .1 .2 .  Conservación del te jido  h a s ta  _el_momento _de 

£ealizar_ _ la_ técn ica .

El te j id o  tum oral,  p reviam ente  congelado con n i t ró ­

geno l íq u id o ,  es alm acenado a -8 0 9C, h a s ta  el momento del a n á ­

l i s i s  de recep to res .

La m uestra  tum oral puede ser  g u a rd a d a  d u ra n te  uno

o dos meses, s in  ap re c ia b le s  p é rd id a s  en el contenido de p ro te í­

nas  re cep to ra s .  Los receptores  de p rogesterona  son más lá b i le s  

que los de es trógeno , y pueden d e g ra d a rse  más con el paso  del 

tiempo.

Si se a lm acenan con n itrógeno l íq u id o  su co n se rv a ­

ción puede p ro lo n g a rse  por más tiempo.

El te j ido  una vez p u lv e r iz ad o  es menos e s ta b le ,  

aunque tam bién s i  se in troduce en n itrógeno l íq u id o  puede con­

se rv a rse  más tiempo, s in  a p re c ia b le s  p é rd id a s  en ambos recep­

to re s .

5 .2 . Procedimientos p a r a  la  obtención del c i to so l . -

5 . 2 . 1 . j>esado_d£ la_mue_stra. -

El te j ido  tum oral congelado se pesa  en una b a la n z a  

de p rec is ión  sobre una cám ara  de p e t r i .  gste proceso debe
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r e a l iz a r s e  ráp idam en te  p a r a  e v i ta r  su descongelación , a s i  como 

un exceso de condensación.

Cuando la s  m uestras  tum orales son mayores de 0,9 

gram os, se co r tan  y se u t i l iz a  4 ina  fracc ión  p a r a  el ensayo de 

recep tores  y el resto  se conserva de nuevo congelado, a -809C 

o en n itrógeno  l íq u id o , según su u ti l izac ió n  p o s te r io r .

La c a n t id a d  de te jido  tum oral necesario  p a r a  el en­

sayo conjunto  de RE y RPg p a r a  r e a l iz a r  un Sca tchard  completo 

con 5  puntos es de 5 0 0  a 6 0 0  mgrs.

5 . 2 . 2 . Pulv£rj_zacj_ón del_ t_ejido_cc>ngel_ado^-

Todo el m ate r ia l  que u tilizam os p a r a  r e a l iz a r  este 

proceso debe se r  en friado  p rev iam ente .

a ) El te jido  congelado puede se r  p icado  o trozeado 

en f in ís im as  secciones sobre una cám ara  de p e t r i ,  en contacto 

con un baño de ag u a  con h ie lo , m ediante unas  t i j e r a s  pequeñas  

y unas  p in z a s .

b) Cuando se dispone de un p u lv e r iz a d o r  el proceso 

se r e a l iz a  con mayor ra p id e z ,  y con más p rec is ió n ,  pudiéndose 

m antener todo el sistema a b a ja s  tem p era tu ra s  con n itrógeno 

l íq u id o ,  ya que todo él es de acero  in o x id ab le .

Este p u lv e r iz ad o r  consta  de una base  de m etacri la to  

en la  que e s tá  in c ru s tad o  un c i l in d ro  macizo de acero . Dispone 

además de un c i l in d ro  hueco y un p is tón  macizo. (Esquema n 92 ).

El te jido  tum oral con n itrógeno l íq u id o  se in troduce  

dentro  del c i l in d ro  hueco sobre la  base  del c i l in d ro  macizo, se
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deja  cae r  el p is tón  y se golpea con un m arti l lo  h a s ta  que el

te jido  queda totalm ente p u lv e r izad o .

Como el p is tón  y el c i l in d ro  hueco pueden ex tra e rse  

to ta lm ente , el te jido  p u lv e r izad o  se recu p era  en su to ta l id a d .

5 . 2 . 3 . Homogenizacicrn. -

El te jido  p u lv e r izad o  es t ra n s fe r id o  mediante una es­

p á tu la  de acero  a una p robeta  esp ec ia l  "po tter"  que re s is te  tem­

p e r a tu r a s  b a j a s ,  y se a d a p ta  dentro  de e l la  perfectam ente una 

v a r i l l a  con un émbolo de teflón . Todo el sistema previam ente 

ha  sido en fr ia d o  en un baño de h ielo .

Al te jido  p u lv e r izad o  se añ ad e  un volumen de tampón

de homogenización TED 5 veces su p erio r  a l  peso del te jido  en 

gramos ( 1  g r / 5 m l), es d ec ir ,  un tumor que pese 0 , 5  gramos se 

le añ ad en  2 , 5  mi. de tampón.

La suspensión  del te jido  con el tampón contenida  en 

el "p o tte r" ,  el c u a l  se encuen tra  sumergido en un rec ip ien te  con 

un baño de h ie lo , es homogenizado mediante la s  oscilac iones que 

produce la  v a r i l l a  con el émbolo de teflón den tro  del "po tte r" .

Se re a l iz a n  movimientos v ib ra to r io s  y c i rc u la re s  d u ran te  15 se­

gundos, u n as  3  ó á veces con in te rru p c io n es  en tre  e l la s  de 6 0  

segundos, con la  f in a l id a d  de que el homogenizado no se c a ­

l ien te  por la  f r icc ió n , y como consecuencia los receptores  se de­

g ra d e n .

Estos movimientos periódicos y contro lados se producen 

mediante un motor que se encuen tra  conectado a la  v a r i l l a  con
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el émbolo.

A todo este sistema se le denomina "homogenizador".

( Esquema n 9  3  ).

5 .2 .4 .  U ltracen trifugación  y sep arac ió n  del_ £Íto_solL.

El te jido  homogenizado se t r a n s f ie re  a los tubos de 

po lica rbona to  p re p a ra d o s  p a r a  este fin  en f r ío ,  y son in tro d u ­

cidos en la  u l t ra c e n t r i fu g a .

La cen tr ifugac ión  se re a l iz a  a una velocidad  de 

100.000 g d u ra n te  30 minutos a 2 9 C. en un ro tor de ángulo  

f ijo .

Tanto la  cen tr ífu g a  como el ro tor son enfriados  

p rev iam ente .

La a l t a  velocidad  es n ecesa r ia  p a r a  que los d iversos  

componentes c e lu la re s  (microsomas, lisosom as, e tc .)  sedimenten 

y no produzcan un aumento de la s  uniones inespec íficas  en el 

ensayo de recep to res .

Una vez ex tra íd o s  de la  c en tr ífu g a  los tubos de p o l i -  

ca rbona to  se in troducen  ráp idam ente  en ag u a  y h ie lo , y mediante 

una p ip e ta  p as te u r  se s e p a ra  el sob renadan te  (citosol) del ma­

te r ia l  sedim entado ("P e lle t" ) .

Todo este proceso se debe r e a l iz a r  en una cám ara

f r í a .

Del citosol se s e p a ra n  100 p l .  p a r a  de te rm inar  la  

p ro te ína  con ten ida  en é l,  por el método de Lowry, y el resto  

se u t i l iz a  p a r a  la  dosificación de recep to res .
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5.3 . Dosificación de la s  p ro te ín a s  por el método de Lowry.

El fundamento de éste método es que la s  p ro te ín a s  

reacc ionan  con el reac tivo  de Folin p a r a  d a r  un complejo colo­

reado . El color que se forma es debido a la  reacción  del cobre 

a lc a l in o  con la  p ro te ín a ,  y la  reducción de fosfomolibdato por 

la  t i ro s in a  y el tr ip tó fan o  p resen tes  en la  p ro te ín a ,  la  in ten ­

s id ad  del color depende del número de aminoácidos aromáticos

p resen tes  y cam b ia rá  según la  c la se  de p ro te ín a .

La técn ica  se r e a l iz a  de la  s ig u ien te  forma: A 100

m icrolitros  de la  m uestra  de c itoso l,  se le añ ad en  5 0 0  micro-

l i t ro s  de solución a lc a l in a .  Lo mezclamos vigorosam ente y se 

de ja  re p o sa r  a tem p era tu ra  am biente 10 minutos. Posteriormente 

se añ ad en  250 m icro litros  del reac t iv o  de Folin que habremos 

d ilu ido  p rev iam en te ,  y se mezcla ráp id am en te .  Se deja rep o sa r  

d u ra n te  3 0  m inutos, y se leen en un espectrofotómetro a 6 6 0  nm.

Se p re p a ra  en cad a  determ inación una cu rv a  p a tró n

con a lbúm ina  b o v in a . ,  y a p a r t i r  de e l la  se determ inan la s  

concentraciones  de p ro te ín a s  del citosol problem a.

La concentración  de p ro te ín a  en el citosol debe en­

c o n tra rse  en tre  1  y 4  m grs/m l, si no es a s í  se r e a l iz a  la  d i­

lución co rrespond ien te  con tampón TED.

5 .4 . Determinación de la  a c t iv id a d  re c e p to ra . -

5 .4 .1 .  Incubación  del citosol con es te ro ides  m arcados.
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Se u t i l iz a n  dos se r ies  de tubos por dup licado  y en 

p a ra le lo  (20 tu b o s) .  Cada serie  contiene 100 /|1 de citosol de 

la  m uestra problem a.

A una  de la s  se ries  se les a ñ ad e  100 n i de hormona 

m arcada  con t r i t io  a u n as  concentraciones decrecien tes  de 6  nM
•k

a 0,325 nM de 3H E s trad io l  en el caso de los receptores  de 

estrógeno y con una concentración de 10 nM a 0,625 nM de Pro-
•k

megestona 3H R-5020 p a r a  los receptores de p rogeste rona .

Esta serie  de tubos se u san  p a r a  de te rm inar  d ire c ­

tamente la  c a p a c id a d  to ta l  de unión de la  m uestra , tan to  de 

uniones espec íficas  como in esp e c íf icas .

En la  o tra  serie  de tubos se añ a d e  la  hormona no 

m arcada en concentración  1 0 0  veces su p erio r  a la  de hormona 

m arcada (con la  f in a l id a d  de s a tu r a r  los s it io s  específicos de 

unión) y luego se añade  es ta  ú ltim a , con lo cu a l  valorarem os 

la s  uniones in esp e c íf ica s .

Estas  dos se ries  de tubos u t i l iz a d a s  p a r a  cada  re ­

ceptor es tu d iad o  se incuban  d u ra n te  16-18 ho ras  de O9  a 4 9 C.

5 .4 .2 .  Separac ión_d£  la  hormona l ig a d a  de la  l ib re  

mediante carbón  d ex tran o .

La d iscrim inación  de la  hormona r a d ia c t iv a  l ig a d a  

de la  l ib re  se ha  rea l izad o  m ediante la  técn ica  de adsorción  

con c a rb ó n -d e x tra n o .  Este método se b a sa  en la  p rop iedad  que 

el carbón v eg e ta l  tiene  de a d so rb e r  y p r e c ip i ta r  la  hormona que 

permanece l ib re  en la  solución a l  término del período de in c u b a -
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ción, ya  que el carbón es un adsorben te  b a s ta n te  potente p a r a  

e lim inar  la  hormona no l ig a d a  a la s  p ro te ín a s .  El pape l del 

dextrano  es l im ita r  la  adsorción del complejo horm ona-receptor 

por el ca rb ó n .

P a ra  lo g ra r  este ob je tivo , a l ícu o ta s  de 500 de su s­

pensión de ca rb ó n -d e x tra n o ,  se añad en  a l a s  dos series  de tubos , 

cuando f in a l iz a  la  incubación . Posteriorm ente se a g i ta  v ig o ro sa ­

mente con un Vortex, y se de jan  in c u b a r  30 minutos la  serie  de 

tubos correspond ien tes  a los RE y 5 minutos p a r a  los RPg.

Todo este proceso se r e a l i z a ,  b ien  en cám ara  f r í a ,  o 

b ien en un baño de ag u a  y h ie lo .

Posteriormente se ce n tr ifu g a  a b a ja  velocidad  a 2000 

g . d u ra n te  15 minutos a 2 9  C .,  p a r a  que el carbón  sedimente 

en los tubos y los complejos hormona recep to r  queden en el so­

b re n a d a n te .

5 .4 .3 . -  Dosificación de la  r a d io a c t iv id a d . -

La c a n t id a d  de ra d io a c t iv id a d  en la  fracción  del 

c itoso l, ob ten ida  por la  metódica a n te r io r ,  ha  sido determ inada 

con la  técn ica  de centelleo en fase  l íq u id a ,  mediante un con ta­

dor b e ta .

P a ra  este fin  una a lícu o ta  de 500 jnl del so b ren ad an ­

te se s e p a ra  cuidadosam ente , y se in troduce  en los v ia le s  de 

con ta je . Se le añaden  5 mi. de l íqu ido  de cente lleo .

También se in troducen  en el con ta je  dos b lancos , que 

contienen 500 jil  de tampón TED con 5 mi. de l íq u id o  de cente lleo .
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De la  misma m anera también son co n tadas  una a l í ­

cuota por dup licado  de 1 0 0  jnl de cad a  concentración  de hormona 

m arcada  u t i l iz a d a  en el ensayo jun to  con 5  mi. de l íqu ido  de 

cen te lleo , p a r a  a s e g u ra r s e  que la s  concentraciones de dosis 

p r e p a ra d a s  son c o rrec ta s  y p a r a  r e a l i z a r  posteriorm ente el c á l ­

culo de S ca tch a rd .

n ian  1 0 0  / i l  de hormona m arcada y 1 0 0  / i l  de c itoso l,  y t r a s  la  

sep a rac ió n  con c a rb ó n -d e x tra n o  se in troducen  en el con tador.

Los v ia le s  se cuen tan  a con tinuación , d u ra n te  5 mi­

nu tos, y el re su l ta d o  nos viene dado por cuen tas  por minuto (CPM).

La r a d io a c t iv id a d  del estero ide  unido a l  recep tor es­

pecífico es es tim ad a , su s tray en d o  la s  CPM que nos dan  los v ia le s  

conteniendo el competidor de la s  CPM de los v ia le s  que no lo con­

tienen .

5 .5 . -  Cálculo de los s it io s  de unión . Método de S c a tc h a rd . -

dex trano  pueden re p re se n ta r se  m ediante una cu rv a  de s a tu r a ­

ción t íp ic a .

La c in é t ica  de la  in te racc ió n  de la  hormona con su 

recep tor puede re p re se n ta r se  de la  forma s igu ien te :

A b a ja s  concentraciones  de hormona, la  velocidad  

de la  in te racc ión  es p roporc ional a la  concentración de recep to r,

Asimismo tam bién se cuen ta  cinco b lancos que conte-

Los datos obtenidos mediante el método de carbón

RH
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y a medida que aumenta la concentración de hormona, la  veloci­

dad  de formación del complejo hormona-receptor disminuye,  has ta  

a l c a n z a r  el equ i l ib r io ,  permaneciendo constante  e independiente  

de la concentración de hormona a ñ a d id a .

En este momento, el proceso viene regido por la  cons­

tan te  de disociac ión:

Por lo tanto ,  el proceso de in teracción hormona recep­

tor  viene definido por su Kd y por el número to ta l  de moléculas 

de hormona a la que se l ig a .

Por lo cua l ,  p a r a  su cu an t i f ic ac ió n , se incuba ,  como 

hemos v is to ,  una can t idad  determinada de citosol con o t ra s  c re­

cientes de hormona marcada;  cuando se a lcanza  el equ i l ib r io  se 

determina la  hormona l ib re  y la l ig a d a  al receptor.

Esto es asi", desde un punto de v i s ta  teórico, ya que

la c a n t id a d  de hormona l ig a d a  es la  suma de la  unida  a l  r e ­

ceptor (uniones  específ icas)  y de la unida  o t ras  p ro te ínas  (unio­

nes inespec í f icas ) .

Esto se obvia rea l izando  el ensayo p a ra le lo  con hor­

mona marcada y un exceso de hormona no m arcada ,  que nos dá 

como resu l tado  la s  uniones inespecíf icas^ la  d iferencia  entre  es­

tos dos ensayos  a p o r t a rá  el número de uniones específ icas  a l  r e ­

ceptor .  Y a s í  se represen ta  en Figura n 52*. En abc isa s  tenemos la
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c a n t id a d  de hormona to ta l  a ñ a d id a ,  que llamaremos (F) y en 

o rd en ad as  la  c a n t id a d  de hormona l ig a d a ,  que llamaremos (B).

Con e llo , vemos que la s  uniones inespec íf icas  e s tán  

r e p re se n ta d a s  por una  l in ea  re c ta ,  lo que tra d u c e  el aumento 

p rog res ivo  de la s  mismas en función de la  c a n t id a d  de hormona 

p resen te .  M ientras que la s  uniones espec íficas  receptor-horm ona, 

v ienen l im ita d a s  por un n ive l de s a tu ra c ió n .

No siempre la s  c u rv a s  experim entales  de sa tu rac ió n  

r e su l ta n  ta n  c l a r a s .  En a lgunos casos puede ser  d if íc i l  el c á l ­

culo exacto  del númro to ta l  de uniones p resen tes  en una  m uestra 

d e te rm in ad a . Por e llo , r e su l ta  de g ra n  u t i l id a d  el h ace r  una 

transfo rm ación  m atem ática según el modelo de S catchard  en la  

que f ig u ran d o  en a b c is a s  la  c a n t id a d  de hormona l ig a d a  y en 

o rd en ad as  el cociente B/F se obtiene una r e c ta .

El método de S ca tchard  se apoya en la  s igu ien te  

base  f ís ico  quím ica:

La in te racc ió n  en tre  una  hormona y su receptor 

puede ser  d e s c r i ta  por el eq u i l ib r io  R + H 'S RH , como 

hemos v is to  an te r io rm en te .

F = Hormona l ib re

B = Receptores ocupados 

RV = recep to res  vac íos .

Y entonces tendremos que B ^  7  Rv + F

La concentración  del es te ro ide  unido  a l  recep tor 

puede d e r iv a rs e  de la  ecuación de la  ley de acción de m asas:
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H] f e L  .  __ 1  KH _ CfI  [rv]Kd = V_'__ =  ¿-- Kd

N  Ka M
Si [ rv}  = fe ] ======= Kd = [ f]

Luego la  Kd es la  concentración de hormona l ib re ,  

a la que un 50% de los receptores  se encuentran  ocupados por 

la hormona.

= -------£§1---------  —>» ClO = Ka [ r v ]
[ f] [*] [fJ

Ka = -------------
Kd

W  -  M -  M -  H

" Ka ([*3 - C i )  ■ Ka [RÜ - [ Ka] 1
LFJ

_ £ L  =  ̂ k._ C rJ  -  j ^ [ b]

c t e .  p en d ie n te

Lo que nos dá una ecuación l inea l  de la forma: 

y = - a  x + b 

Si y = 0

0  =  k J r Q  -  K a  [ b ]

[ r ^  = [ b]

Pendiente  = K = -----------  ===== K = —
B

1 BKd =
Ka

Kd =  - —
B/F

Ka B/F
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Una l ín ea  rec ta  in d ica  la  p resen c ia  de solamente un

componente de unión , la  constan te  de disociación  de la  reacción

de unión Kd es medida por la  in v e rsa  de la  pendien te  de la

r e c ta .  El v a lo r  de la  Kd es del orden de 10 ^  a 10 ^  nM/1
- 9  -1 0p a r a  los RE y de 10 a 10 p a r a  los RPg y por tan to  in d ican  

la  p re sen c ia  de recep to r  específico . La in tersecc ión  de la  rec ta  

con el eje de a b c is a s  nos d a r á  el numero to ta l  de s itios  de 

unión.

Por ta n to  éste método de Scatchard  es c u a n t i ta t iv o  

porque nos perm ite conocer la  c a p a c id a d  máxima específica  de 

unión del recep to r  a su hormona co rrespond ien te . Y además nos 

in d ica  la  a f in id a d  de la  unión que v iene d ad a  por la  Kd.

En n u es tro  estudio  realizam os los cá lcu los  de la  

s igu ien te  forma:

1 . -  Obtención de la  medida de todos los duplicados 

de la s  d iv e r sa s  concen trac iones, menos los b lancos .

2 . -  El v a lo r  a n te r io r  es m ultip licado  por un fac to r  

de d ilución  p a r a  ob tener  el número to ta l  de c .p .m .  de cad a  

m uestra . En n ues tro  ensayo este fac to r  de d ilución  es 1.4.

3 . -  Se obtiene la  d ife ren c ia  en tre  l a s  C.P.M. de 

la s  uniones to ta le s  menos la s  in esp e c íf ica s ,  el re su l ta d o  se rán  

la s  C.P.M. de l a s  uniones e sp ec íf icas .  (B).

4 . -  Convertimos la s  cuen tas  por minutos que nos 

p roporciona el con tador de centelleo  en picomoles / 1 0 0  j \ l .  de 

solución in c u b a d a ,  p a r a  ello se d iv iden  los v a lo res  de cada
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m uestra por los c .p .m .  que nos da 1  picomol de es te ro ide  m ar­

cado (prev iam ente  a v e r ig u a d o ) .

Los v a lo re s  en CPM la s  d ife ren tes  concentraciones de 

hormonas u t i l i z a d a s  en el ensayo también son co n v ertid as  en p i -  

comoles de la  misma forma que los a n te r io re s .

5 . -  El es teroide l ib re  (F) se c a lcu la  sus t rayendo  el 

es te roide l ig a d o  (B) del to ta l  de hormona es te ro idea  in t ro d u c id a .  

A p a r t i r  de éstos datos  se puede h a l l a r  fácilmente el coeficiente 

B/F.
En nues tro  es tudio  la  obtención de la  rec ta  la  r e a l i ­

zamos a p a r t i r  de cinco puntos que nos p roporcionan  la s  cinco 

concen traciones  de hormona por dup licado .

R epresenta  la  g rá f ic a  de S ca tch a rd , la  c a p a c id a d  

de unión del citosol (concentración de receptor)  es medida por 

el v a lo r  que nos dá  la  in tersección  de la  rec ta  con la  l ín ea  

de a b c is a s .

Este v a lo r  nos lo dá en picomoles/loo n i .  que con­

vertirem os en fentomoles/mg. de p ro te ín a  c i to só lica ,  m u lt ip l i ­

cando por 1 0 ^ y d iv id iendo  por la  c a n t id a d  de p ro te ín a  p resen te  

en 1  mi. de c itoso l.

5*5.1. Automatización de los da tos.

Este método p a r a  la  determ inación de los receptores

supone el a n á l i s i s  de una serie  im portan te  de datos  numéricos

que r e su l ta n  labo rio sos  en la  r u t in a  de la b o ra to r io .

Por e llo , hemos re a l iz a d o  un tra ta m ien to  au tom atizado
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de los datos que permite la  obtención de los re su ltad o s  de una 

forma r á p id a  y más ex ac ta  .

Partim os de tre s  g rupos de datos que corresponden 

a la s  a c t iv id a d e s  en C.P.M. de la s  cinco d iluciones  se r ia d a s  de:

-  Hormona l ig a d a  de forma no e sp ec íf ica .

-  Hormona to ta l  l ig a d a  a la  m uestra .

-  c a n t id a d  de hormona to ta l  a ñ a d id a .

De ellos se obtienen la s  s igu ien tes  se r ies  de v a lo res :

-  C an tidad  de hormona l ig a d a  de forma específica  

a l  recep tor en pmoles/100 / i l  (B).

-  Cociente de hormona l igada /ho rm ona  l ib re  (B /F).

El p rogram a d ib u ja  a continuación  la  g rá f ic a  de 

S ca tchard  y c a lc u la  d irectam ente el número de receptores de la  

m uestra y la  cons tan te  de d isociac ión  del complejo horm ona-re­

cep to r .  Así como el fac to r  de reg res ión  de la  re c ta ,  (F ig u ra .  

n 9  3 ) •

5 .6 . -  Método M onopuntual. -

La metodología a n te r io r  p re sen ta  d if ic u l ta d e s  en oca­

siones por la  ex igencia  de c a n t id a d e s  su fic ien tes  de te jido  tumo- 

r a l ,  que a veces r e su l ta  p rác ticam ente  in v ia b le .

P a ra  reso lver  la  p rob lem ática  re se ñ a d a ,  nos hemos 

v a l id o  de un método más sim plificado que consis te  en u t i l i z a r  

n ad a  más que un solo punto correspondien te  a  la  concentración 

más e lev ad a  de hormona. Previam ente contrastam os la  v a l id ez  de
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CALCULO AUTOMATIZADO DE LOS RECEPTORES
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es ta  técn ica  com parándola con la  metodología a n te r io r .

La cu an tif icac ió n  de los receptores  por este  método

se re a l iz a :

1 . -  Media de los dup licados de la s  m uestras ,  menos 

los b lancos .

2 . -  El v a lo r  a n te r io r  es m ultip licado  por un fac to r  -  

de d ilución  1 , 4 , ig u a l  que en el método a n te r io r .

3 . -  Hallamos la  d ife ren c ia  en tre  CPM to ta les  menos -  

CPM inespecíficos , que nos d a rá  los CPM de la s  -  

uniones e spec íf icas .

4 . -  Se t ransfo rm an  los CPM en picomoles ig u a l  que en 

en el método a n te r io r  y a s í  tendremos la s  uniones 

espec íficas  en picomoles/100 j i l .  Se m u ltip lica  por 

1 0 ^ y lo dividirem os por el v a lo r  de la  p ro te ín a

y nos d a rá  la s  uniones espec íficas  en fentomo— 

moles/mg. de p ro te ín a .

5 .7 . -  Niveles de p o s i t iv id a d  y n e g a t iv id a d  de RE y RPg.

Siendo la  se n s ib i l id a d  de la  técn ica  de c a rb ó n -d e x tra  

no de 1  fmol/mg. de p ro te ín a ,  se cons ide ran  v a lo res  positivos en 

el ensayo tan to  p a r a  los RE como p a r a  los RPg aque llos  que sean 

10 fmoles/mg. de p ro te ín a  c ito só lica .  Los v a lo re s  menores de 

2  fmoles/mg. se cons ide ran  n eg a tiv o s ,  y aquellos  v a lo res  compren 

didos en tre  3 - 9  fmoles/mg. de p ro te ín a  se con s id e ran  "b o rd e r- l in e " .
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En el a n á l i s i s  de los datos considerarem os receptor 

positivo  sólamente cuando sean ^  1 0  fmoles/mg. de p ro te fn a .

Se acep ta  como in d ica t iv o  de la  p resen c ia  de rece£

tores específicos un v a lo r  de la  Kd de 10 ^  a 10 ^  M. p a ra
- 9  - 1 0los RE y de 10 a 10 p a r a  los RPg.

5 .8 . -  Método E s ta d ís t ic o .

5 .8 .1 . -  Comparación d e_ d o s_ v arian zasJL

U tilizando dos m uestras  in d epend ien tes ,  la  prim era

de tamaño n^ y la  segunda  se obtienen la s  v a r ia n z a s  es tt  
2 2madas y S2  . Bajo la  h ipó tes is  de ig u a ld a d  de v a r ia n z a s ,

2 2el e s ta d ís t ic o  F = /  ^ 2  s*Sue una d is tr ib u c ió n  -  -  -  -

F í n ^ - l ,  ^ - 1 ) .  Si F ^  se rech aza  la  h ipó tesis

y la s  v a r ia n z a s  se cons ide ran  d ife ren tes  a l  n iv e l  de s ig n if ic a ­

ción 0 /  . En caso  co n tra r io  la  h ipó tesis  no puede ser rechaza

da y por tan to  no se puede conclu ir  que la s  v a r ia n z a s  sean —

d is t in ta s .

5 .8 .2 . -  Cojrrelación y  £egresi_ón.

El a n á l i s i s  de co rre lac ión  es tu d ia  la  asociación l i — 

nea l en tre  dos v a r ia b le s  c u a n t i t a t iv a s ,  X e Y. Por su p a r te ,  

la  reg res ión  t r a t a  de e x p l ic a r  la  v a r ia c ió n  de la  " v a r ia b le  re£ 

pues ta"  Y, a t r a v é s  de la  v a r iac ió n  de la  " v a r ia b le  p red ic to ra"X .

P a ra  e s tu d ia r  la  asociación  l in e a l  se obtiene el coe-
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ficente de co rre lac ió n , p  , que toma v a lo res  en tre  -1 y 1. Un

v a lo r  de j>  , d is t in to  de cero s ig n if ica  que ex is te  asociación

l in e a l  en tre  la s  v a r ia b le s ,  siendo é s ta  mejor cuan to  mayor es

el v a lo r  abso lu to  de p  ; por tan to  1 ^ 1  = 1  in d ica  a so c ia— 

ción l in e a l  p e r fe c ta .  Un coeficiente de co rre lac ión  positivo  impli_ 

ca que un incremento en los  v a lo re s  de X llev a  consiguo un in c r^  

mentó en los correspondien tes  v a lo res  de Y, en cambio si p  es 

nega tivo  los v a lo res  mayores de Y corresponden a los menores 

va lo res  de X y v ic e v e rsa .

El a n á l i s i s  de reg res ión  consiste  en obtener el v a lo r  

esperado  de Y p a r a  cada  v a lo r  de X mediante la  ecuación de r£

gresión  y = a + bx .

P a ra  la  rea lizac ió n  de ambos a n á l i s i s  se dispone de

un conjunto de observaciones  de ambas v a r ia b le s  sobre n indivj_

dúos, í  (Xj, y ^ f  (x 2 , y 2 ) , ........... (xn , y n ) J  , a p a r t i r  de -

los cua les  se obtiene: l 9) El estim ador del coeficiente de co rre­

lación  n

i = i (xi _ x) (yi ■ y*r  = ---------------------------------------------------------

\ /  S  ( x -  X ) 2  ( S .  (y -  y ) 2)
V i = 1 i=l

que ba jo  la  h ipó tes is  de no asociación  l in e a l  ( Jp = 0 ) s igue una 

d is tr ib u c ió n  t de Student con n-2 g rad o s  de l ib e r ta d ;  s i el v a lo r  

r  observado  es su p e r io r  a l  p e rcen ti l  de orden 1  -  c^ / 2  de esa

d is tr ib u c ió n  (o in fe r io r  a l  p e rcen ti l  de orden of / 2 ), es signifj_ 

ca tivo  y se puede conclu ir  que ex is te  asociación l in e a l  a n ivel
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de s ign if icac ión  ^

2-)  Los estim adores 'a = y -  S  x , 

n
2 1  (x. -  x) (yi -  y )

^  i = 1

b = -----------------------------------------------------------

n  -  2  
(* i -  x )

i = 1

que proporcionan h. ecuac ión  de reg res ión  estim ada p a r a  un v a lo r

x. observado : 9  = £  + b x. .i i

Cuando los va lo res  de una v a r ia b le  son obtenidos por 

dos procedim ientos d is t in to s ,  cuya  eq u iv a len c ia  se desea compro­

b a r ,  se r e a l iz a  un a n á l i s i s  de reg res ión  y co rre lac ión  sobre los 

va lo res  de d icha  v a r ia b le  obtenidos p a r a  n ind iv iduos  con el — 

prim er procedim iento (X), y loa va lo res  observados p a r a  esos 

mismos n ind iv iduos  con el segundo procedimiento (Y). Se puede 

a s í  e v a lu a r  la  e x ac ti tu d  y confianza  de los v a lo res  obtenidos -  

por un procedim iento X, suponiendo que los obtenidos mediante 

el otro Y, son los correctos .

5 .8 .3 . -  Compa£a£Íón_d_e medias^

Esta técn ica  se u t i l iz a  p a ra  comprobar si los v a lo res  

medios de dos poblaciones son d is t in to s .  P a ra  e llo , se toma una 

m uestra , lo b a s ta n te  g ran d e  de cad a  población , la  prim era  de 

tamaño n^ y la  segunda de tamaño n2 » suponiendo que cada  mués
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2t r a  procede de una d is tr ib u c ió n  N ( ^   ̂) . Se obtienen
-  -  2 2 

la s  medias y v a r ia n z a s  es tim adas ,  , x 2  » s i * s 2  * el e~

g id a  , como 1 * mayor de la s  m edias, se c a lc u la :

Bajo la  h ipó tes is  de ig u a ld a d  de m edias, el e s ta d í s t i ­

co "d" se d is t r ib u y e  de acuerdo  con la  Normal t ip i f ic a d a  N (0 ,1 ) .

Si el v a lo r  "d" obtenido es su p erio r  a l  p e rcen ti l  de orden 1 -¿p^/2 

de la  d is tr ib u c ió n  N(0,1), el re su l ta d o  se cons ide ra  s ig n i f ic a t i ­

vo por lo que se rechaza  la  h ipó tes is  e s ta b le c id a ,  concluyéndose 

que la s  medias son d is t in ta s  con n ive l de s ign if icac ión  . En 

caso co n tra r io  no se puede conc lu ir  que la s  medias sean d i s t in ­

ta s  con ese n ive l  de s ign if icac ión .

5 .8 .4 . -  T ab las  _de _contijigencia.

P a ra  e s tu d ia r  la  asociación  en tre  p a re s  de v a r ia b le s  

c a teg ó ricas  (o ca te g o r iz a d a s  si son c u a n t i ta t iv a s )  se han  u t i l iz a  

do ta b la s  de con tingencia  o de f recu en c ia s .

En e l la s  la s  f i la s  van  n iv e la d a s  por la s  "K" ca tego­

r ía s  de una v a r ia b le  y la s  columnas por las" M ’fcategorías de la  

o t ra .  El v a lo r  f . .  de la  ce lda  ( i , j )  re p re sen ta  la  f recuenc ia  — 

con que han  a p a rec id o  sim ultáneam ente la  c a teg o r ía  i de la  v a ­

r ia b le  f i la  y la  ca teg o r ía  j de la  v a r ia b le  columna.
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Bajo la  h ipó tes is  de independencia  (no hay  asociación

en tre  la s  v a r i a b le s ) ,  el v a lo r  esperado  de la  frecuenc ia  de la  -

ce lda  ( i , j )  se r ia  e ^  = fio . fo j/foo , s iendo: f^Q 1 * suma d *3  la s

frecuenc ias  de la s  ce ld as  de la  columna i y f la  suma de to -J J oo
das la s  f recuenc ias  de la  t a b l a .  Entonces el e s ta d ís t ico :

x ¿ = ¿~  - _ ! i i ____
ij

e. . 
i j

se d is t r ib u y e  aproxim adam ente como una C h i-cuad rado  con -  -  -  

Q (K  -1) x (M -  1]T] g rados  de l ib e r ta d .  Si el v a lo r  observado  

de su p e ra  a l  p e rc e n ti l  de orden de esa  d is tr ib u c ió n  el

re su l tad o  es s ig n if ic a t iv o  y se rechaza  la  h ipó tes is  de independen 

c ia  concluyéndose que ex is te  asociación  en tre  la s  v a r ia b le s  a l  — 

n ive l de s ig n if icac ió n  ^  . En caso co n tra r io  la  independencia  no 

se puede re c h a z a r  a ese n ive l de s ign if icac ión .
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RESULTADOS.

P a ra  el a n á l i s i s  de recep tores  citoplásm icos de e s tró -  

geno y p ro g es te ro n a ,  hemos u t i l iz ad o  el método bioquímico de 

C arbón-D extrano , b asados  en que es una técn ica  que ha demos­

tra d o  su rep ro d u c tib i l id ad ,  en m ultitud  de ensayos, además de 

ser sen s ib le ,  e x ac ta  y v a r ia s  m uestras  pueden se r  p ro cesad as  

a l  mismo tiempo.

Se ha u t i l izad o  el a n á l i s i s  de Sca tchard  p a r a  conocer 

la  a f in id a d  del complejo horm ona-receptor.

1 . -  REPRODUCTIBILIDAD DEL METODO.

P a ra  que un ensayo sea u t i l iz ad o  en la  ru t in a  c l í ­

n ica  de un la b o ra to r io ,  su re p ro d u c t ib i l id a d  debe ser  c la ram en­

te e s ta b le c id a .

Se investigó  la  re p ro d u c t ib i l id a d  de la s  medidas del 

receptor de estrógeno y p ro g es te ro n a , u ti l iz an d o  la  técn ica  de 

Carbón-D extrano en un te jido  considerado  homogéneo y rico en 

recep to res , como es el ú tero  de v a c a .
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Se midieron la s  v a r ia c io n e s  en el contenido de recep­

to r  en el mismo en sayo ,ten iendo  como fuente el mismo te jid o . Así 

mismo p a r a  in v e s t ig a r  los fac tores  que pueden c o n tr ib u i r  a la s  

f luc tuaciones  en el ensayo, se re a l iz a ro n  m edidas s im ultáneas  en 

un mismo c ito so l.

También se re a l iz a ro n  ensayos en d ife ren tes  d ía s  p a r a  

medir la s  v a r ia c io n e s  en cuan to  a contenido de recep tores  en un

mismo te jido  y en un mismo citosol con el paso  del tiempo.

1.1. V a r ia b i l id a d  in tra e n sa y o

Se a n a l izó  el coeficiente de v a r ia c ió n  in tra e n sa y o  de 

la  técn ica  u t i l iz a d a  p a r a  la  determ inación de RE y RPg; p a r a  ello 

se ob tuv ieron  1 2  a l íc u o ta s  de un mismo lote de te jido  p u lv e r iz ad o  

de útero  de v a c a ,  y 1 2  a l ícu o ta s  de un mismo c itosol, obtenido 

t r a s  la  p u lv e r iz a c ió n ,  homogeneización y u l tra c e n tr i fu g a c ió n  de 

una misma m uestra  de ú tero  de v a c a .

Este doble control nos permite a n a l i z a r  la  in f lu en c ia

de la  homogeneización en la  v a r ia c ió n  de los re su l ta d o s .

1 .1 .1 . Tej_ido_pulyej~izado_

Tomamos la s  12 a l ícu o ta s  de un mismo lote de te jido  

p u lv e r izad o  de ú tero  de v a c a ,  re a l iz a n d o  la  técn ica  s im u tán ea-  

mente. Las m uestras  se homogeneizaron separadam ente  el mismo 

d ía  y t r a s  la  u l t ra c e n tr i fu g a c ió n  se ob tuv ieron  1 2  f racciones  de
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citosol. En cad  una de e l la s  se an a l izó  la  c a n t id a d  de RE y RPg, 

a s í  como la  cons tan te  de d isociac ión  Kd y el contenido de p ro te í­

n a s .

El coeficiente de v a r ia c ió n  in tra e n sa y o  encontrado fue

de un 11% p a r a  los R.E. y de un 12% p a r a  los R.Pg.

El v a lo r  medio encontrado  p a r a  la  Kd fuá de 3,8  +

0,5 x 10~10, con un coeficiente de v a r ia c ió n  del 13% p a r a  los RE

y p a ra  los RPg la  media de la  Kd enco n trad a  fué de 5,1+ 0,8x10 ^
y un coeficiente de v a r ia c ió n  del 15,6%.

El coeficiente de v a r ia c ió n  en los va lo res  de la  p ro ­

te ín a  fué de un 10%.

1 .1 .2 . Citoso^

P a ra  v a lo ra r  la  in f lu en c ia  de la  homogeneización, se 

ana lizó  la  v a r i a b i l id a d  in tra e n sa y o  en 12 a líc u o ta s  de una  misma 

fracción  de c itoso l,  con los s ig u ien tes  re su l ta d o s :

Coeficiente de v a r i a b i l id a d  p a ra  los RE un 6% y p a ra  

los RPg de un 8%. La Kd de los RE v a r ió  en un 10% y la  de RPg 

fué de un 11%. La v a r ia c ió n  de la  medida de la  p ro te ín a  fué de 

un 8%.

Cuando realizam os un a n á l i s i s  de v a r ia n z a s ,  com paran­

do los re su lta d o s  in t ra -e n s a y o  con te jido  p u lv e r iz ad o  y c itoso l,  

encontramos que ex is te  una d ife ren c ia  s ig n i f ic a t iv a ,  en cuán to  a 

los RE ( p ^ 0 ;05), lo que nos hace p e n sa r  que la  homogeneización
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constituye un paso  im portante  en el ensayo  de recep to res ,  y que 

puede c o n tr ib u ir  de una  m anera s ig n if ic a t iv a  en el coeficiente 

de v a r ia c ió n  que se obtiene en el mismo. (T ab la  1).

1.2. V a r ia b i l id a d  in te re n say o

Se es tud ió  la  v a r i a b i l id a d  in te re n say o  de la  técn ica  , 

a s í  como la  in f lu en c ia  con el paso  del tiempo, en cucfnto a conte­

nido de recep to res  en un mismo te jido  y en un mismo citoso l,  con 

la  misma s is tem ática  u t i l iz a d a  an te r io rm en te , pero en d ía s  d ife­

ren te s .

1 .2 .1 .  Tej_ido_pulve£Ízado_

Determinamos los v a lo res  de los RE, RPg, Kd y conte­

nido de p ro te ín a s  c ito só licas  en 10 m uestras  de un mismo lote de 

te jido  p u lv e r iz a d o ,  pero  en d is t in to s  d ía s .  El tiempo máximo t r a n s ­

cu rr id o  en tre  la  p r im era  y últim a determ inación fué de 60 d ía s .  

D urante este  tiempo la s  m uestras  se conservaron  conge ladas  a -809C.

El coeficiente  de v a r ia c ió n  in te re n say o  p a r a  la s  d ife­

ren tes  determ inaciones fué de un 20% p a r a  los RE y de un 22% 

p a ra  los RPg.

La v a r ia c ió n  de la  Kd fué de un 28% p a r a  los RE y 

de un 36% p a r a  los RPg.

La v a r ia c ió n  de la  p ro te ín a  fué de un 15%.
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T A B L A  N® 1

VARIABILIDAD INTRAENSAYO EN EL CONTENIDO DE RE Y RPg

R.E. R.Pg.

(Fmol/mg) (Fmol/mg)

TEJIDO PULVERIZADO 120 + 13,2° (11,1%)* 202 + 24,2 (12,0%)

N = 12

"POOL" DE CITOSOL 96 + 5,7 ( 6,0%) 190 + 15,2 ( 8%)

N = 12 P ¿  0,05 P >  0,05

• = Media + desviación standard

—

* = Coeficiente de variación



-123-

1 .2 .2 .  Citosol^

Se an a l iz ó  la  v a r ia c ió n  in te r -e n sa y o  t r a s  la  determ i­

nación de los RE, RPg y Kd y contenido de p ro te ín a  en 6 f r a c ­

ciones de un mismo citosol conservado  a -809 C. El tiempo t r a n s ­

cu rr id o  en tre  la s  d ife ren tes  determ inaciones fué de 10 d ía s .

Se obtuvo un coeficiente de v a r ia c ió n  del 9% p a r a  los 

RE y de un 11% en la  medida de los RPg.

La Kd tuvo una v a r ia c ió n  del 28% p a r a  los RE y de

un 36% p a r a  los RPg. La cu an tif icac ió n  de la  p ro te ín a  tuvo un

coeficiente de v a r ia c ió n  en tre  los d ife ren tes  ensayos de un 11%.

1.3» Comparación de los re su ltad o s  in t ra -e n s a y o  e in te r -e n sa y o

Cuando comparamos la s  v a r ia n z a s  en cuan to  a los r e ­

su ltados  in t r a  e in te r -e n sa y o  en te jido  p u lv e r iz ad o  y en c itosol, 

no se o bservaron  d i fe re n c ia s  s ig n if ic a t iv a s  ( p ^ 0 ,0 5 )  tan to  p a r a  

los RE como p a r a  los RPg, t a l  y como se observa  en la  ta b la

n 9 ( 2 ). Por lo que comprobamos que el paso  del tiempo no

e je rc ía  una  in f lu en c ia  im portante  en cuan to  a l  coeficiente de 

v a r ia c ió n  encon trado .

1 .A. V ariación  según conservación  del te jido  p u lv e r iz ad o

P a ra  in v e s t ig a r  la  v a r i a b i l id a d  de la s  m uestras  se­

gún que su conservación  fuese a -809C o a -1<?09C (con n i t ró ­

geno l íq u id o ) ,  se rea l izó  un es tud io  con te jido  p u lv e r iz ad o  con-
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T A B L A  N° 2

VARIABILIDAD INTRAENSAYO "VERSUS” INTERENSAYO EN EL CONTENIDO DE RE Y RPg

R.E. R.Pg.
(Fmol/mg) (Fmol/mg)

TEJIDO PULVERIZADO

1. INTRAENSAYO 120 + 13,2° (11,1%)* 202 + 24,2 (12,0*)
N = 12

2. INTERENSAYO 73 + 15,6 (20,0%) 150 + 33,0 (22,0*)
N = 10 P >  0,05

"POOL" DE CITOSOL

1. INTRAENSAYO 96 + 5,7 (6,0%) 190 + 15,2 (8*)
N = 12

2. INTERENSAYO 108 + 9,6 (9,0%) 220 + 24,2 (11*)

(OIIz

P >  0,05

° = Media _+ desviación standard 

* = Coeficiente de variación
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servado  con n itrógeno  líqu ido  y te jido  p u lv e r iz ad o  alm acenado 

en congelador a -809C.

El tiempo t ra n sc u r r id o  p a r a  ambos te jidos  p u lv e r iz a ­

dos en tre  la s  d ife ren tes  determ inaciones fué de 60 d ía s .

Los re su lta d o s  obtenidos p a r a  el te jido  congelado a

-809C son los reseñados  en el a p a r ta d o  1 .2 .1 .  de este  c a p ítu lo .

Las v a r ia c io n e s  que encontramos p a r a  el te jido  con­

servado  con n itrógeno  líq u id o , t r a s  r e a l i z a r  se is  determ inaciones 

en d ía s  d ife ren tes  fueron: Coeficiente de v a r ia c ió n  p a r a  los RE

de un 16% y p a r a  los RPg de un 17%.

La v a r ia c ió n  de la  Kd fué de un 20% p a r a  los RE y 

de un 31% p a r a  los RPg.

La v a r ia c ió n  de la  p ro te ín a  fué de un 12%.

Comparando ambos re su l tad o s  según su conservación, 

se concluye que no ex is te  s ign if icac ión  e s ta d ís t ic a  en tre  sus v a ­

r ia n z a s  ( p >  0,05) t a l  y como se m uestra en la  t a b la  3.

2 . -  ENSAYO MONOPUNTUAL.

P a ra  poder de term inar  los receptores  en m uestras  pe­

q u eñ as ,  procedentes  de b io p s ias  de te jido  m etas tá tico , en donde 

no es posib le  r e a l i z a r  la  metodología completa con un S catchard  

típ ico  con cinco pun tos ,  hemos es tu d iad o  la  p o s ib i l id a d  de su s­

t i t u i r  la  s is tem ática  h a b i tu a l  por o tra  técn ica  más simple que
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T A B L A  N° 3

VARIACION EN EL CONTENIDO DE RE Y RPg. SEGUN LA 

CONSERVACION DEL TEJIDO PULVERIZADO.

R.E. R.Pg.

-802 C 78 + 15,6° (20%)* 150 + 33,0 (22,0%)
N = 10

-1902C 162 + 25,9 (16%) 230 + 39,1 (17,0%)
N = 6

P >  0,05

• = Media + desviación standard

* = Coeficiente de variación
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consiste  en u t i l i z a r  n ad a  más que un sólo punto  correspondien te  

a la s  concen trac iones  más e lev ad as  de hormona.

P a ra  e s tu d ia r  la  v a l id ez  de la  técn ica  de un sólo 

punto que llamamos "Monopuntual", y a n a l i z a r  si la  podemos 

u t i l i z a r  con un ran g o  de confianza acep tab le  p a r a  el a n á l i s i s  

de m uestras  p eq u eñ as ,  hemos ca lcu lado  los RE en 64 casos, h a ­

ciendo un S ca tch ard  tipo  de 5 pun tos, y la  técn ica  Monopuntual 

p a r a  la  concen trac ión  de 6nM de E2 :

Lo mismo hacemos con 64 casos de recep tores  de p rogesterona  y 

la  concen tración  de 10 nM de R-5020.

El a n á l i s i s  e s ta d ís t ico  t r a t a  de a c l a r a r  la  re lac ión  

en tre  los dos métodos.

Queríamos sab e r  si e x is t ía  una  co rre lac ión  del 

con el M2 , y si globalm ente a un aumento o disminución de los 

v a lo res  en el método 1 co rrespond ía  un aumento o disminución 

de los mismos con el método 2.

Los re su l ta d o s  fueron: P a ra  los recep tores  de e s tró -  

genos el coeficiente  de co rre lac ión  M^-M2  fué de r=0,998, el cua l 

mide la  in te n s id a d  (muy a l ta )  y el sentido  (positivo) de la  r e ­

lación  l in e a l  en tre  los dos métodos ( f ig u ra  4 ).

P a ra  los recep tors  de p ro g es te ro n a : el a n á l i s i s  e s ta ­

d ís tico  re a l iz a d o  con los datos es idéntico  a l  a n te r io r .  Buscamos 

la  co rre lac ión  en tre  los métosos 1 y 2. El coeficiente de co rre ­

lación  encon trado  fué de 0,988 ind icando  tam bién una asociación
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F I G U R A  N - 4

COMPñRRCION METODO SCRTCHñRD versus MONOPUNTURL
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p o s it iv a  en tre  ambos métodos. (Fig 5)*

Dado el e levado v a lo r  del coeficiente de co rre lac ión  

y que el e r ro r  t íp ico  de la  p redicción  es pequeño, en p ro p o r-  

a los v a lo res  de la s  v a r ia b le s ,  se puede c o n s id e ra r  que es co­

rrec to  u t i l i z a r  el métocb Monopuntual, cuando  nos veamos p re ­

c isados  a e llo . Hay que s e ñ a la r  que el e r ro r  de la  pred icc ión  

es l igeram ente  su p e r io r  en el caso de los RPg, pero tam bién 

den tro  de unos lím ites acep tab le s .

3 . -  DETERMINACION DE RECEPTORES DE ESTROGENO Y PROGESTE­

RONA EN TUMORES DE MAMA.

D urante un período de estud io  de 32 meses se han  

a n a l iz a d o  332 m uestras  tum ora les  p a r a  de te rm inar  el contenido 

de RE y 327 p a r a  el contenido de RPg. Todas la s  m uestras  p ro ­

ced ían  de mujeres con neo p las ia s  de mama en d ife ren tes  e s ta ­

dios c lín icos .

La técn ica  u t i l iz a d a  p a r a  a n a l i z a r  el contenido t a n ­

to de RE como el de RPg ha sido la  de C arbón-D extrano. En á -  

q u e lla s  en la s  que la  c a n t id a d  de te jido  tum oral fué su fic ien ­

te se rea l izó  el S catchard  con cinco pun tos;  y la s  m uestras  que 

fueron menores de 300 mgrs. se rea lizó  el ensayo M onopuntual.

Las m uestras  se d is t r ib u ía n  de la  s igu ien te  forma:

Diagrama 1
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-  25 tumores localmente av an zad o s  e in flam atorios

que h a b ía n  rec ib ido  prev iam ente  a la  te ra p é u ­

tica  loco rreg iona l,  qu im io te rap ia  + r a d io te ra p ia .

-  40 M e t 'a s ta s is  de carcinom as de mama de d iv e rsa s

loca lizac iones .

-  267 Tumores de mama. Estad ios 1, 11 y I I I ,  cuya

prim era  ac t i tu d  te ra p e ú t ic a  fuá la  mastectomía.

3 .1 . Tumores localmente avanzados

Determinamos la  c a n t id a d  de receptores hormonales 

en 25 m uestras  tum orales de pac ien tes  con cán cer  de mama lo­

calmente av an zad o s  o in flam torios. Por la s  c a r a c te r ís t i c a s  de 

la  enferm edad, h a b ía n  rec ib ido  a l  menos 3 ciclos de qu im io tera­

p ia  an tes  de la  mastfcctomía; en 2 p ac ien tes  se asoció además 

r a d io te r a p ia .

El a n á l i s i s  de recep tores  se rea lizó  sobre la s  m uestras  

tum orales  ob ten idas  d u ran te  la  mastectomía.

Las c a ra c te r ís t ic a s  de este  g rupo de p ac ien tes  fué: 

Edad media 53 años ( rango  29-78 a ñ o s ) .  Un 52% e ran  premeno- 

p a ú s ic a s  y 48% postm enopaúsicas .

En el momento del d iagnóstico , 4 pac ien tes  fueron

c la s if ic a d a s  como T~, N- 0 „ M~ y 21 como T . , « „ M~.3^ 1-2-3 0 y 4-1-2-3 0

Según el período evolu tivo , 12 pac ien tes  tuv ie ron  un

Pev-1-2 y en 2 como Pev 3.
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E1 po rcen ta je  de receptores de estrógeno positivo 

encontrado  fué del 32% y el de RPg del 24%.

3 .2 . M etástas is  de carcinom a de mama

Se es tud ió  el contenido de RE y RPg en 40 m uestras  

tum orales  p rocedentes de m etástas is  por carcinom a de mama.

La d is tr ib u c ió n  de la s  mismas fué:

-  13 g an g lio s  a x i la r e s  c o n t ra la te ra le s  o s u p ra c la v i -

c u la re s .

-  10 re c id iv a s  sobre la  c ic a t r iz  de mastectomía.

-  13 lesiones c u tá n e a s .

3 en mama c o n t r a la te ra l .

1 m e tás ta s is  c e re b ra l .

En todos los casos se confirmó histológicam ente la  

ex is ten c ia  de tumor en el lu g a r  de la  b io p s ia .

Las c a r a c te r ís t i c a s  de este  g rupo  de pac ien tes  fueron: 

Edad media de 58 años ( ran g o  32-79 a ñ o s ) .  Un 35% 

fueron prem enopaúsicas  y un 65% postm enopaúsicas .

Cuatro  p ac ien tes  h a b ía n  rec ib ido  tra tam ien to  quimio- 

te ráp ico  +_ horm onoterapia  a l  menos 2 meses an tes  de la  toma 

de b io p s ia .  El re s to  de la s  p ac ien tes  o no h a b ía  rec ib ido  t r a t a ­

miento sistámico p rev io  o si lo h a b ía n  rec ib ido  h a c ía  más de 

6 meses en el momento de la  b io p s ia .

Los recep to res  de estrógeno en este grupo de p ac ien ­

tes fueron positivos  en el 52,5% de los casos y los RPg en el 44%.
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La concordancia  en los v a lo res  de RE y RPg en una 

misma m uestra  tum oral fué globalm ente de un 77,7%; RE+ RPg+ 

se dió en el 44,4% de los casos; y RE- RPg- sim ultáneam ente 

en un 33,3%.

El fenotipo RE+ RPg- se encontró en un 17,6% y el 

fenotipo RE- RPg+ en un 3% de los casos .  (Tabla  n 94).

3 .3 . Tumores de mama es tad ios  I ,  II y I I I

Se e s tu d ia ro n  267 m uestras  tum orales procedentes  de 

p ac ien tes  con cán ce r  de mama es tad io s  I ,  II y I I I .

Las m uestras  tum orales p a r a  el es tud io  de los re ­

cep to res , fueron ob ten idas  en el momento de la  mastectomía.

Las c a r a c te r ís t i c a s  de este g rupo de p ac ien tes  fueron:

Edad media 56,9 años ( rango  22-88 años ). Un 34,4% 

e ra n  p rem enopaúsicas  y 65,4% postm enopaúsicas . Diagram a 2.

De la s  148 pac ien tes  que fueron d ia g n o s t ic a d a s  en 

el Hospital Clínico de V alencia , 20 (13,5%) te n ía n  un tamaño 

tum oral menor de 2 cm s.; en 80 (54,0%) sus tumores medían en­

t re  3-5 cm s.; y 48 (32,4%) te n ía n  un tamaño tum oral mayor de 

5 cms.

En este  mismo grupo  de p ac ien tes  66 (44,5%) no te ­

n ían  n ingún  g an g lio  afecto; 41 (27,7%) ten ían  de 1 a 3 g ang lio s  

a x i la r e s  in f i l t r a d o s ;  y 41 (27,7%) te n ía n  más de 3 g an g lio s  in ­

f i l t r a d o s .
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T A B L A  N2 4

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE RE Y RPg. EN METASTASIS

COMBINACION DE RECEPTORES PORCENTAJE

RE f RPg + 44,4 %

RE - Rpg ~ 33,3 %

RE + RPg - 17,6 %

RE - Rpg + 3,0 %

RE + = 

RPg + =

>  10 fmol/mg.

> 10 fraol/mg.
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En 137 pac ien tes  a la s  que se les adm in is tró ,  t r a s  

la  m astectom ía, un tra tam ien to  ad y u v an te  con qu im io te rap ia  + 

h o rm o n o te rap ia , y que fueron co n tro lad as  de acuerdo  a l  protocolo 

que se t ien en  es tab lec ido  p a r a  este f in ,  en nues tro  Centroy se 

an a lizó  el número de p ac ien tes  que h a b ía n  su fr ido  r e c a íd a  de 

su enferm edad.

El tiempo de seguimiento medio fué de 19 meses (mí­

nimo 3 meses y máximo de 32 meses).

En el momento de este a n á l i s i s  se han  producido  11 

r e c a íd a s ;  de la s  c u a le s  5 te n ía n  más de 3 g ang lio s  in f i l t r a d o s ;  

de 1-3 g a n g lio s  afectos 5 p ac ien te s ,  y ta n  sólo una de la s  p a ­

c ien tes  que recayó  no ten ía  n ingún  g an g lio  in f i l t r a d o .

3 .3 .1 .  Di_st£ibu£ión_d£ RE_y_RPg_

En la s  267 m uestras  a n a l iz a d a s  en este  g rupo  de p a ­

c ien tes ,  se encontró  que en 165 (61,8%) ten ían  un n ive l de RE 

de 10 ó más fmol/mg de p ro te ín a ,  (considerando  en n ues tro  es tudio  

como positivo) y el res to  102 (38,2%) te n ían  un n ive l  de 0-9fmol/mg 

de pro té ína  recep to ra  (consideras  como n e g a t iv a s  en nues tro  es­

tudio) .

En la s  265 m uestra donde se e s tu d ia ro n  los RPg se 

h a l la ro n  133 (50,1%) que ten ían  n ive les  ig u a le s  o mayores de 

10 fmol/mg de p ro te ín a  recep tora  y 132 (49,8%) en que los n ive­

les fueron de 0-9 fmol/mg.
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En los d iag ram as  3 y 4 se r e p re s e n ta n  la s  m uestras  

p o s i t iv a s  y n e g a tiv a s  tan to  de RE como de RPg respectivam ente .

3 .3 .2 .  C oncordanc |a_d£ n ive les  de_RE y  RPg

La concordancia  en la  d is tr ib u c ió n  de RE y RPg, 

ambos positivos  o negativos  en un mismo tumor, fué globalmente 

de 74,3%.

RE+ RPg+ en un mismo tumor se encontró en 115 mues­

t r a s  de la s  265 e s tu d ia d a s  (43,4%) y en 82 (30,9%) ambos recep­

tores  fueron neg a tiv o s .  El fenotipo RE+ RPg- se encontró en 50 

p ac ien tes  (18,8%) y RE- RPg+ se encontró en 18 p a c ien te s ,  lo 

que supone un 6,7%. (Tabla  5).

4 . -  CONCORDANCIA ENTRE NIVEL DE RE Y PORCENTAJE DE RPg 

POSITIVOS.

Cuando la s  m uestras  tumorales fueron a g ru p a d a s  en 

función del n ive l de RE y de RPg se encontró que e x is t ía  una 

re lac ión  d irectam ente p roporc ional en tre  e l la s .  Cuánto mayor era  

la  c a n t id a d  de RE en con trada  en el tumor, mayor fué la  p ro b a ­

b i l id a d  de en co n tra r  RPg pos itivos , t a l  y como se m uestra  en 

la  f ig u ra  6.

Los tumores con va lo res  de RE en tre  0-2 fmol/mg. 

p re se n ta n  RPg positivos ta n  sólo en un 13,7% de los caso s ,  siendo 

los n ive les  de RPg en este grupo in fe rio res  a 100 fmol/mg. Cuando
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D I A G R A M A  Ng 3

DISTRIBUCION DE R.E. EN TUMORES LOCRLIZñDOS DE MRMR

61 .

R.E.
30.2%
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DISTRIBUCION DE R.Pg. EN TUMORES LOCñLIZRDOS MRMR

50 . W.

4 9 . 9 *
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T A B L A  NS 5

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS R.E. Y R.Pg. EN TUMORES DE MAMA LOCALIZADOS

COMBINACION DE RECEPTORES PORCENTAJES

R • E • + R.Pg. + 43,4%
R.E. - R.Pg. - 30,9%
R.E. + R.Pg. - 18,8%
R.E. - R.Pg. + 6,7%

R.E. + ^  lo fmol/mg.

R.Pg. + ^  10 fmol/mg.

íí
\
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* DE R.Pg. + SEGUN NIVEL DE R.E.
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R.E.(fmo1/mg)
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7913
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se a n a l iz a n  los tumores con v a lo res  de RE en tre  3 y 9 fmol/mg. 

el 29,63% de los mismos son RPg pos it ivos ,  siendo tam bién sus 

n ive les  en todos los casos menores de 100 fmol/mg.

En aquellos  tumores cuyo contenido en RE fué de 10 

a 99 fmol/mg la  p o s ib i l id a d  de h a l l a r  sim ultáneam ente RPg po­

s itivos  fué de un 64,2%, y el 8% de és tos , te n ía n  v a lo res  de 

RPg superio res  a 100 fmol/mg. F inalm ente, cuando se an a lizó  

el g rupo  de tumores con v a lo res  de RE superio res  a 100 fmol/mg

el 85,7% contenían RPg p o s it iv o s ,  y de estos el 17% te n ía n  v a ­

lores superio res  a 100 fmol/mg.

Se construyó una  t a b la  de f recuenc ia  con los datos 

a n a l iz a d o s ,  es tab lec iéndose  la  h ipó tesis  de independencia  en tre  

la s  dos v a r ia b le s  (RE y RPg), y observamos que ex iste  una  aso­

ciación  en tre  la s  m ism as . . ( p ^  0,0001). (Tabla  6 ) .

5 . -  DISTRIBUCION DE RE Y RPG SEGUN LAS CARACTERISTICAS 

DE LAS PACIENTES.

En este a p a r ta d o  de nues tro  es tud io  nos proponemos 

a n a l i z a r  en los tumores loca lizados  de mama, la  in c id en c ia  y

n ive l de RE y RPg en re lac ión  con el:

-  Estado menopaúsico.

-  Edad de la s  p a c ien te s .

-  Fase del ciclo m enstrua l en el momento de la  mas­

tectom ía.
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T A B L A  N2 6

DISTRIBUCION DE NIVELES DE R.E. Y R.Pg.

R E C E P T O R E S  P R O G E S T E R O N A

VALOR 
R. ESTROGENO 0 - 9 £.10 TOTAL

< 3 63 (86,3)* 10 (13,7) 73 (100)
3 - 9 19 (70,3) 8 (29,6) 27 (100)

10 - 99 44 (35,7) 79 (64,2) 123 (100)
£  100 6 (14,29) 36 (85,7) 42 (100)

T O T A L 132 (49,8) 133 (50,1) 265 (100)

* Porcentaje de pacientes entre paréntesis.

ESTADISTICO VALOR__________ G.L.______ PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 74.346 3 .OOOOO



-145-

5.1 . RE y RPg en re lac ión  con la  m enopausia

Cuando la s  p ac ien tes  fueron a g ru p a d a s  según su es­

tado  m enpaúsico, y se an a lizó  el contenido de RE y RPg en la s  

m uestras  tum orales  se encontró que e x is t ía  una d ife renc ia  en 

cuánto  a p o s i t iv id a d  de RE en tre  ambos g ru p o s . En cambio no 

e x is t ía n  d ife re n c ia s  en cuánto  a p o rcen ta je  de p o s it iv id a d  de 

los RPg en tre  p re  y postm enopausicas . F ig u ra  n 9  7 *

La proporción de mujeres que con ten ían  RE positivos 

en el g rupo  prem enopaúsico fué de 4 7 , 8 % y en el grupo postmeno- 

paús ico  de 69,1%. Siendo es ta  d ife ren c ia  es tad ís ticam en te  s ig n i­

f ic a t iv a  . ( p ^ 0 , 0 0 1 ).

En c o n tra s te ,  la  proporción de p ac ien tes  con RPg 

positivos  en ambos grupos p re  y postm enopausicas  fué s im ila r :  

48,35% v e rsu s  51,5%, (p= 0 ,6 ) .  T ab la  n 9  7.

5 .1 .2 .  Concorda n d a _ d £  RE_y_RPg_

Cuando se an a lizó  la  concordancia  en cuán to  a l  e s ta ­

do de RE y RPg se vió que en la s  p ac ien tes  prem enopaúsicas  

ambos recep tores  fueron positivos  a la  vez en un mismo tumor 

en un 3 8 , 4 % y en la s  postm enopausicas e s ta  concordancia  fué 

del 45,8%.

RE- RPg- se vió en el 41,7% de la s  pac ien tes  preme- 

nopaus icas  y en el 2 5 , 2 % de la s  postm enopausicas .

El fenotipo RE+ RPg- se encontró en mayor porcen ta je
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F I G U R A  N 2 7

DISTRIBUCION DE R.E.+ Y R.Pg.+ SEGUN MENOPRUSIR

PREMENOPRUSICRS POSTMENOPRUSICRS

1 2 1 / 1 7 5

8 9 / 1 7 4
4 4 / 9 1>s
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mu

R . E . + R . P g . + R . E . + R . P g . +
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T A B L A N* 7

DISTRIBUCION DE RE Y RPg SEGUN MENOPAUSIA

VALOR 

R. ESTROGENO

M E N O P A U S I A

PRE POST TOTAT.

io

48 (52,1) 54 (30,8) 102 (38,2)

^  10 44 (47,8) 121 (69,1) 165 (61,8)

TOTAL 92 (100) 175 (100) 267 (100)

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 11,60 1 .00066

M E N O P A U S I A
VALOR 

R. PROGFSTFRONA PRF PDPT TOIAJ----------

0 - 9 47 (51,6) 85 (48,8) 132 (49,8)

>/ 10 44 (48,3) 89 (51,1) 133 (50,1)

TOTAL 91 (100) 174 (100) 265 (100)

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE .187 1 .66535

* Porcen ta je  de p ac ien tes  en tre  p a r é n te s i s .
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en la s  postm enopausicas (23,5%) que en la s  prem enopausicas (9,8%). 

En cambio la  combinación RE- RPg+, aunque  poco frecuen te , se 

observó en un 5% de la s  pac ien tes  postm enopausicas  y en un 

10% de la s  p rem enopausicas  t a l  y como se comprueba en la  Ta­

b la  n 9 8.

5 .1 .3 .  VaJ_ores medios_d£ RE_y_RPg_

Los va lo res  medios de los RE encontrados en la s  p a ­

c ien tes  postm enopausicas fueron más e levados (90,9 fmol/mg) que 

en la s  pac ien tes  p rem enopausicas  (44,8 fmol/mg). Siendo es ta  

d ife ren c ia  e s tad ís ticam ente  s ig n if ic a t iv a  . ( p <( 0,0001).

En co n tras te  los v a lo res  medios de los receptores de 

p rogeste rona  encontrados en la s  p ac ien tes  p rem enopausicas fueron 

ligeram ente  superio res  que en la s  postm enopausicas (64,2 fmol/mg), 

pero e s ta s  d ife renc ias  no son s ig n if ic a t iv a s  estadísticam ente 

(p= 0 ,2 ) .

La f ig u ra  8 nos m uestra  los v a lo re s  medios de RE 

y RPg según el estado  menopaúsico de la s  p ac ien tes .

5 .2 . RE y RPg en re lac ión  con la  edad  de la s  pac ien tes

5 .2 .1 .  _ln£idencj_a_de RE+ y  RPg+_

Las pac ien tes  fueron a g ru p a d a s  según la  edad : menos 

de 40 años; 40-50; 51-60; 61-70 y más de 70 años.

En el g rupo  de menos de 40 años ,  aunque este com-
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T A B L A  N2 8

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE RE Y RPG SEGUN MENOPAUSIA

COMBINACION DE RECEPTORES PREMENOPAUSIA POSTMENOPAUSIA

RE+ RPg + 38,4 % 45,8 %

RE - RPg - 41,7 % 25,2 %

RE + RPg - 9,8 % 23,5 %

RE - RPg + 10,0 % 5,0 %

RE + >/ 10 fmol/mg.

RPg + ^ 10 fmol/mg.
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F I G U R A Ng 8

VRLORES MEDIOS DE R.E
PREMENOPRUSICRS

Y R.Pg. SEGUN MENOPRUSIR 
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prende sólo 16 p a c ie n te s ,  el p o rcen ta je  de RE positivos fué de 

31,25% y RPg positivos  12,5% de la s  p a c ie n te s .  En el período 

de los 40-50 años el po rcen ta je  de RE+ fué de 50,6% y el de RPg + 

de 55,4%. En el g rupo  de 51-60 años , el porcen ta je  de p ac ien tes  

con RE+ fué de el 57% de los casos y los RPg+ en un 47,1%.

Las p ac ien tes  de 61-70 años RE positivos  fueron el 

76,7% de los casos y RPg+ en 55,3% y finalm ente en el g rupo 

de pac ien tes  mayores de 70 años la  f recuenc ia  de RE positivos  

fué de 78%, fren te  a 53% de RPg+. Los re su l tad o s  se re p re se n ta n  

por medio de h is tog ram as  de f recuenc ias  (F ig u ra  n 99 )•

Por ta n to  la  proporción de p ac ien tes  con tumores RE 

positivos  va  aum entando de m anera s ig n i f i c a t iv a  con el incremento

de la  e d ad ,  como in d ica  el v a lo r  de p menor de 0,0005. Sin em­

b argo  el p o rcen ta je  de p ac ien tes  con RPg no aumenta con la  edad  

(p= 0,02) (T ab la  n 9 9).

5 .2 .2 ,  VaLD£e_s medio s_dj? RE_y_RPg_

Se a n a l iz a n  los v a lo res  medios de RE y RPgen r e la ­

ción con la  edad  de la s  p ac ien tes  , v iéndose que el contenido 

medio de RE aum enta con la  edad : menos de 40 años , 30 fmol/mg; 

40-50 años 45,5 fmol/mg; 51-60 años 83 fmol/mg; 61-70 años 90 

fmol/mg; más de 70 años 111 fmol/mg. (F ig u ra  n 9 10).

En cambio el v a lo r  medio de los RPg se m antiene

más o menos e s ta b le  a lo la rg o  de todas  la s  ed ad es ,  aprox im a­

damente 57 fmoles/mg. de p ro te ín a .  En este  g rupo  no obs tan te
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T A B L A  Ng 9 (I)

DISTRIBUCION DE R.E. SEGUN EDAD

V A L O R E S T R O G E N O

EDAD 0 - 9 10

< 40 11 (6,87) 5 (31,25)

40 - 50 37 (49,3) 38 ( 50,6)

51 - 60 30 (42,8) 40 (57,1)

61 - 70 13 (23,2) 43 ( 76,7)

>70 11 (22) 39 ( 78 )

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 21.79 4 .00022
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F I G U R A  N9 9

PORCENTRJE DE R.E.+ Y R.Pg.+ SEGUN EDAD

Ü J  -  R . E . +  ÜJ -  R . P g . +

75

+
•

O)Q_
•

>-
+  50
UJ

■

a:
Lün
♦v

25

31*

12*

5 1 *

I I M I I I I
5 5*
liiliiui 47 *

l i l i

7 7 *

5 5 *

I

78 *

< 4 0  4 0 - 5 0  5 1 - B 0  6 1 - 7 0  > 7 0  RÑOS

73
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T A B L A  m 9 (y II)

DISTRIBUCION DE R.Pg. SEGUN EDAD

V A L O R  P R O G E S T E R O N A

EDAD 0 - 9 ^ 10

C 40 14 (87,5) 2 (12,5)
40 - 50 33 (44,5) 41 (55,4)
51 - 60 37 (52,8) 33 (47,1)
61 - 70 25 (44,6) 31 (55,3).
> 70 23 (46,9) 26 (53,06)

ESTADISTICO__________ VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 10,91 4 .02752
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F I G U R A  N? 10

VALORES MEDIOS DE R.E. Y R.Pg. SEGUN EDAD

z :  80

« ¡'íi'llili « 5¡Sí!i'11*

i' '!
f j i'ii'*

lililí
4 1 - 5 0 5 1 - B 0 61 —7 0
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el máximo v a lo r  medio se observa  p a r a  la s  edades  de 41-50 

años.

5 .3 . -  RE Y RPg en re lac ión  con la  fase  del ciclo  m en stru a l .

Con el f in  de in v e s t ig a r  s i los n ive les  c i rc u la n te s  

de hormonas es te ro id eas  de estrógeno y p rogeste rona  e je rc ían  

a lg ú n  in flu jo  sobre el n ivel de RE y RPg encontrados en el tu  

mor, se han  es tu d iad o  53 p ac ien tes  p rem enopaúsicas , en la s  -  

que se pudo a v e r ig u a r  el d ía  en que se enco n trab an  del c i ­

clo m enstrua l en el momento de la  mastectomía.

Las pac ien tes  fueron s u b d iv id id a s  en tre s  g rupos 

según se e n c o n tra ra n  en tre  los d ía s  0-10, 11-20 o más de 20, 

respecto  a su ciclo m en stru a l .  El número de pac ien tes  en c a ­

da subgrupo  fue s im ila r .

Los re su lta d o s  obtenidos fueron: El p o rcen ta je  de 

RE positivos no v a r ió  s ign if ica tivam en te  d u ra n te  los t re s  pe­

ríodos de 10 d ía s ;  estos fueron 57,8%, 46,6% y 52,6%.

En cuán to  a los RPg encontrados  en cad a  período 

si que m ostraron d ife re n c ia s ,  pero é s ta s  no ob tuv ieron  tampoco 

una s ig n if icac ió n  e s ta d ís t ic a  (p = 0 ,2 ) .

En el período de 0-10 d ía s  se encon tra ron  52,6% de

RPg p o s it iv o s ,  en el período de 10-20 d ía s  se encontró un 40%

de RPg positivos  y en el de más de 20 d ía s  un 42,1% de posi_

t iv id a d  p a r a  los RPg. (F ig u ra  11).
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F I G U R A N 911

PORCENTRJE DE TUMORES R.E.+ Y R.Pg.+ EN DIFERENTES

PERIODOS DEL CICLO MENSTRUAL

R.E.+
75

R.Pg.+
i-

1 1 / 1 9LdOLdOH
z  50oO

1 0 /1 9

7 / 1 5

8 / 1 9
6 / 1 5

o
3

5 7 . 9 *

0
1 1 - 2 0 > 200 - 1 0

DIRS DEL CICLO MENSTRUAL
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6 . -  RELACION DE RE Y RPG Y CIERTOS FACTORES PRONOSTICOS 

EN CANCER DE MAMA.

6 .1 . -  RE y RPg en re lac ión  con el tam año tum oral.

Las pac ien tes  fueron a g ru p a d a s  según que el tamaño 

de sus tumores fu e ra  menor de dos centím etros, en tre  3-5 cms. 

y más de 5 cm s.; y se re lacionó  con el contenido de RE y RPg.

En aque llo s  tumores ig u a le s  o menores de 2 cms. el 

po rcen ta je  de RE positivos  fue del 65%, y el de RPg positivos  

del 60%. En los tumores en tre  3-5 cms. se encon traron  RE posj_ 

tivos en el 70% y RPg positivos en el 57,5%. En aquellos  tumo 

res  mayores de 5 cms. la  f recuenc ia  de RE positivos fué de un 

60,4% y RPg positivos  de 52,8%.

En c ad a  c a te g o r ía ,  según el tam año tum oral, no -  

hubo d ife ren c ia s  en la  d is tr ib u c ió n  de RE+ y RPg+. No obs tan  

te se en cu en tra  una  l ig e ra  dism inución en la  proporción de -

RE+ y RPg+ en aque llo s  tumores de mayor tam año. Pero es ta

d ife ren c ia  no r e s u l ta  es tad ís t icam en te  s ig n if ic a t iv o  como mués

t r a n  los v a lo res  de P = 0 ,5  y p = 0,7 correspond ien tes  a los 
2e s ta d ís t ico s  X de la s  ta b la s  de f recuenc ias  de RE y RPg re£ 

pectivam ente (T ab la  10).

6 .2 . -  RE y RPg en re lac ión  con el número de g ang lio s  in f i l -  

t ra d o s .

Se a n a lizó  la  re lac ión  en tre  el número de g an g lio s
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T A B L A  Ns 10 

DISTRIBUCION DE RE y RPG SEGUN TAMAÑO TUMORAL

VALOR
TAMAÑO 'TUMORAL

R. ESTROG. ¿ 2 3-5 >  5 TOTAL

0 - 9 7(35,0)* 24(39,0) 19(39,5) 50 (33,7)

>/ 10 13(65,0) 56(70,0) 29(60,4) 98 (66,2)

TOTAL 20(100) 89(100) 48(100) 148 (100)

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 1,2-4 2 .53608

VALOR
TAMAÑO TUMORAL

R.PROGEST. í  2 3-5 > 5 TOTAL

0 - 9 8(40,0) 34(42,5) 23(47,9) 65 (43,9)

^  10 12(60,0) 46(57,5) 25(52,0) 83 (56,0)

TOTAL 20 (100) 80 (100) 48(100) 148 (100)

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE .502 2 .77819

* P orcaitaje  de p a c ie n te s  en tre  p a rén tesis .
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a x i la re s  in f i l t r a d o s  y el contenido de RE y RPg del tumor.

Las p ac ien tes  fueron e s t r a t i f ic a d a s  en t re s  grupos 

según el número de g ang lio s  in f i l t r a d o s  (n inguno , en tre  1-3 y 

más de 3).

Aproximadamente el 65% de la s  p ac ien te s  de cada  

subgrupo  fue RE+ y el 55% RPg+. No encontramos re lac ión  en­

t re  el número de g an g lio s  in f i l t r a d o s  y el contenido en RE y

RPg del tumor p r im ar io ,  como se comprueba con los co rrespon-
2

dientes  v a lo res  de p = 0 ,9  y p = 0,7 de los e s ta d ís t ic o s  x 

de la  t a b la  11.

7.- VARIACION EN CUANTO AL CONTENIDO DE RE EN DIFEREN­

TES PARTES DE UN MISMO TUMOR.

Se a n a l iz a ro n  s im ultáneam ente dos porciones de un 

mismo tumor en 29 m uestras  tum orales de pac ien tes  con neo p la -  

s ia s  de mama, con el fin  de in v e s t ig a r  la  v a r i a b i l id a d  en — 

cuanto  a l  contenido de RE dentro  de un tumor.

La edad  media de la s  p ac ien te s  de l a s  cu a les  pro 

ced ían  la s  m uestras  tum orales  fue de 55,8 años ( rango  35 a 

81 a ñ o s ) .  Diez p ac ien tes  (34,5%) e ra n  p rem enopaúsicas  y 19 

(65,5%) postm enopaúsicas .

En 21 tumores (72,5%) fueron concordantes  los re ­

su ltados  de la s  dos m uestras  en cuán to  a contenido de RE y 

en 8 tumores (27,5%) fueron d isco rd an tes  los re su lta d o s  de -
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T A B L A  N9 11

DISTRIBUCION DE RE y RPg SEGUN Na GANGLIOS

VALOR
NUMERO DE GANGLIOS

R. ESTROG. 0 1-3 y> 4 TOTAL

0 - 9 23(34,8)* 14(34,1) 13(31,7) 50 (33,7,)

*  10 43(65,1) 27(65,8) 28(68,2) 98 (66,2)

TOTAL 66(100) 41(100) 41(100) 148 (100)

ESTADISTICO___________VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE .115 2 .94418

VALOR 

R. PROGEST.

NUMERO DE GANGLIOS

0 1-3 >s 4 TOTAL

0 - 9 27(40,9) 19 (46,3) 19(43,3) 65 (43,9)

>, 10 39(59,0) 22 (53,6) 22(53,6) 83 (56,0)

TOTAL 66(100) 41 (100) 41(100) 148 (100)

ESTADISTICO___________ VALOR________ G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE .438 2 .80327

* Porcentajes de pacientes entre p a rén tesis .



- 1 6 2 -

la s  dos m uestras  e s tu d ia d a s  (Tabla  12).

De los 21 tumores concordantes  12 de e llos (41,3%) 

te n ía n  ambas m uestras  p o s it iv a s ;  en 7 (24,1%) am bas m uestras  

n e g a t iv a s ,  y en 2 (6,9%) ambas "border  l in e" .

De los 8 tumores en los cu a les  se encontró  d isco r­

d an c ia  en los re su ltad o s  podemos h a c e r  dos g ru p o s :  los que 

consideram os una d isco rd an c ia  menor en tendiendo como ta l  la  

d ife ren c ia  de g rad o  de p o s it iv id ad  (una m uestra  p o s i t iv a  o ne­

g a t iv a  y la  o tra  "border  l ine")  y un segundo g rupo  con d isco r­

d an c ia  mayor, en tend ida  como el h a l lazg o  de m uestras  p o s it iv as  

fren te  a o tra s  n e g a t iv a s  (Tabla  13).

La d i s c o r d a n c i a  mayor en cuán to  a contenido  de 

RE fué de un 6,9% m ien tras  que la  menor fué de un 20,6%.

Es de d e s ta c a r  que el ran g o  de p o s i t iv id a d  en la s  

m uestras  con determ inaciones d isco rd an tes  fué mucho menor (12- 

20 fmoles/mg) que el que se obtuvo en la s  m uestras  en que am­

bas  determ inaciones fueron p o s it iv a s  (10-223 fm oles/m g).

Las p ac ien tes  con RE negativos  en am bas de term ina­

ciones t ienden  a ser más jóvenes (edad  media 44 años ) que 

la s  que tienen  a lg u n a  m uestra con RE positivos  (edad  media 60 

a ñ o s ) .

En los tumores con RE positivos  en to d as  la s  m uestras  

se observó que en su m ayoría el n ive l  de p o s i t iv id a d  es un ifo r­

me ta n  sólo en dos casos de los 12 se ob tuv ieron  v a r ia c io n e s  

más im portan tes .



T A B L A  N2 12

VARIACION DE LOS VALORES DE RECEPTORES EN CANCER DE MAMA: ENSAYOS SIMULTANEOS

or1 ENSAYO 22 ENSAYO N2 DE PACIENTES

CONCORDANTE

E • R • + 

E.R. + 

E.R. -

E • R • 4* 

E.R. + 

E.R.

12.(41,3%) 

2 (6,9%) 

7 (24,1%)

DISCORDANTE

E.R. 4* 

E.R. - 

E.R. -

E.R. + 

E.R. 4  

E¿R. 4-

4 (13,8%) 

2 ( 6,9%) 

2 ( 6,9%)
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T A B L A  N2 13

VARIACIONES CUANTITATIVAS EN EL CONTENIDO DE RÍE i EN LAS MUESTRAS CON VALORES DISCORDANTES

CASO pp1 ENSAYO 22 ENSAYO

DISCORDANCIA MAYOR (1) 14

12

DISCORDANCIA MENOR (2)

C

D

E

F

r.G
H

14

7

15 

20

2-

5

3

15

6
7

6
2

(1) R.E. + R.E. -

(2) R.E. + R.E. + jó R.E. - R.E. +

(*) R.E. valores en Fmoles|mg. de la fracciónr.de proteína citoplásmica.

-7
91

-
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8 . -  RE Y RPg EN RELACION A LA PROGRESION DE ENFERMEDAD

En 137 p ac ien tes  a l a s  que se les adm in is tró ,  t r a s  

la  mastectomía un tra tam ien to  a d y u v a n te  con quimioterapia*- h o r-  

m onoterap ia , y que fueron co n tro la d as  de acuerdo  a l  protocolo 

que se tiene  es tab lec ido  p a r  este  fin en n ues tro  cen tro ,  se an a lizó  

el número de pac ien tes  que h a b ía n  ten ido  una  re c a íd a  de su 

enferm edad en re lac ión  con el es tado  de RE y RPg en sus tumores.

El tiempo de seguim iento medio fue de 19 meses (mí­

nimo 3 meses y máximo de 32 meses).

En el momento de este a n á l i s i s  se han  producido  11 

r e c a íd a s ;  de la s  cua les  5 te n ía n  más de 3 g ang lio s  in f i l t r a d o s ;  

de 1-3 g an g lio s  afectos, 5 p a c ien te s ;  y ta n  sólo una  de la s  p a ­

c ien tes  que recayó  no ten ía  n in g ú n  g a n g lio  in f i l t r a d o .

A nalizando el g rupo  de tumores con RE positivos  se 

vió que la  re c a íd a  se p rodujo  en 5 casos (5,68%) y en el g rupo  

de tumores con RE negativos  se p rodu je ron  6 re c a íd a s  lo que 

supone un 12,24%.

En el g rupo  de p ac ien te s  con RPg positivos  recayeron  

2 (2,63%) y en el de RPg nega tiv o s  recayeron  9 (14,75%).

Cuando analizam os e s tad ís t icam en te  los re su l ta d o s ,  

comprobamos que el es tado  RE pos itivo  o nega tivo  no in f lu y e  en 

el p o rcen ta je  de re c a íd a s  s ig n if ica tiv am en te  (p= 0 ,1 ) .  Por el 

c o n tra r io  el es tado  de RPg n eg a tiv o  e s tá  asociado  con un mayor 

r iesgo  de r e c a íd a  (p <  0,05) en este pequeño grupo de pac ien tes



-166-

a n a l iz a d o .  (Tabla  n 9 14).

Cuando la s  pac ien tes  fueron a g ru p a d a s  según el con­

tenido  de RE y RPg conjuntam ente en sus tumores y se a n a l i z a ­

ron la s  r e c a íd a s ,  se observó que:

En el g rupo  que te n ía  RE+ RPg+ y que comprendía 

68 p ac ien tes  ta n  solo recayeron  2 (2,94%); en cambio cuando 

se an a lizó  el g rupo  RE- RPg- el cu a l  com prendía 41 p a c ien te s ,  

la s  r e c a íd a s  se p roduje ron  en 6 (14,6%).

En el subgrupo  RE- RPg+ aunque comprende un esca ­

so número de p a c ie n te s ,  no se p rodujo  n in g u n a  r e c a íd a ,  y en 

el g rupo  RE+ RPg- se p rodujeron  3 r e c a íd a s .  (Tabla  n 9 15).

Además hay  que s e ñ a la r  que la s  p ac ien tes  que r e c a ­

yeron en el g rupo  con ambos recep to res  n eg a tiv o s ,  la  re c a íd a  

se produjo  mucho más precozmente que en a q u e l la s  pac ien tes  

que tam bién lo h ic ie ro n , pero que te n ía n  en sus tum ores ambos 

recep tores  p o s it iv o s ,  o a lguno  de ellos pos itivo  (11 v e rsu s  18 

m eses) .

Por ta n to ,  a p e sa r  del corto  tiempo de seguim iento, 

y aunque no podemos sa c a r  conclusiones a este respecto , es de 

s e ñ a la r  que el g rupo  de pac ien tes  con recep tores  de p rogeste rona  

n eg a tiv o s ,  r e g is t ró  la  mayor frecuenc ia  de re c a íd a s .
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T A B L A  N2

DISTRIBUCION DE RE y RPg SEGUN LAS RECAIDAS

VALOR 

R. ESTROGENO

R E C A I D A

SI NO TOTAL

cr>io

6 (12,2)** 43 (87,6) 49 (100)

> / 10 5 (5,6) 83 (94,3) 88 (100)

TOTAL 11 (8,0) 126 (91,9) 137 (100)

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 1,8 1 .17543

VALOR
R E C A I D Á

R. PROGESTERONA SI NO TOTAL

0 1 VO 9 (14,7) 52 (82,2) 61 (100)

>> 10 2 (2,6) 74 (97,3) 76 (100)

TOTAL 11 (8,0) 126 (91,9) 137 (100)

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 6,7 1 .00946

** Porcentajes de pacientes entre p arén tesis .
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T A B L A  N2 15

DISTRIBUCION DE RECAIDAS SEGUN R.E. Y R.Pg.

COMBINACION DE LOS RECEPTORES N .PACIENTES N. RECAIDAS

RE + RPg + 68 2 (2,90%)

RE - RPg - 41 6 (14,6%)

RE + RPG - 20 3 (15,0%)

RE - RPg + 8 0 (-----)

RE + 10 fmol/mg

RPg + 10 fmol/mg



D I S C U S I O N
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DISCUSION

Las hormonas sexuales  e s te ro id eas  son t r a n s p o r ta d a s  

a t ra v é s  de la  sa n g re  a todos los te jidos  co rp o ra le s ,  pero e s t i ­

mulan solamente a los te jidos  y ó rganos d ia n a ,  ta le s  como el 

ú tero , ovario  y g lá n d u la  m am aria .

Las hormonas e s te ro ideas  se encu en tran  a  muy b a ja s  
—10 —8concentraciones en tre  10 y 10 M, por lo cu a l el te jido  d ia n a  

debe ten e r  unos lu g a re s  de reconocimiento muy sensib les  (recep­

tores)  p a r a  responder a ta n  bajos n iv e le s .

Estos receptores  son unas  p ro te ín a s  que se unen a 

la s  hormonas con una a l t a  a f in id a d  y e sp ec if ic id ad .

Los RE y RPg se lo ca lizan  en el c itoplasm a y en el 

núcleo de la s  cé lu la s  de te jidos  y dependen de la  estim ulación 

hormonal p a r a  r e a l i z a r  la s  funciones que les son p ro p ia s .

Actualmente es tá  comprobado que los es trógenos, p ro -  

g es tágenos, andrógenos y es te ro ides  ad ren o co rtica le s  t ienen  un 

idéntico  mecanismo básico  de acción en sus respec tivos  te jidos  

d ia n a .  Después que el este ro ide e n t ra  en la  c é lu la ,  t r a s  a t r a ­

v e s a r  la  membrana c e lu la r ,  éstos se unen específicam ente y con 

a l t a  a f in id a d  a l  recep to r  soluble citoplásm ico . El complejo r e su l ­

ta n te  recep to r-e s te ro id e ,  t r a s  su ac tiv ac ió n  (cambio e s t ru c tu ra l )
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p a s a  a l  núcleo, donde se une a un s i t io  acep to r  en la  c rom atina . 

El complejo n u c lea r  recep to r-es te ro ide  unido f a c i l i ta  la  t r a n s c r ip ­

ción g en é tica ,  induciendo un aumento en la  producción de v a r io s  

RNA y eventualm ente aum entando la  s ín te s is  de p ro te ín a s .

Numerosos estudios han  demostrado que la  p ro te ín a  

recep to ra  c itoplásm ica es n ec e sa r ia  p a r a  la  acción de los e s te ro i-  

des , y que e l la  es la  responsab le  de la  in te racc ión  in ic ia l  en tre  

la  hormona y la  c é lu la .  Esta unión , s ig n if ica  la  " seña l"  p a ra  

que se desencadenen los acontecimientos bioquímicos p o s te r io res ,  

resp o n sab les  de la  acción de la  hormona en p a r t i c u la r .

Cuando ocurre  una transfo rm ación  m aligna , la s  cé lu ­

la s  pueden co n se rv a r  todos o p a r te  de los s it io s  recep tores  de 

una población c e lu la r  norm al. La determ inación del número de 

s it ios  recep tores  nos informa si el crecim iento y función de una 

cé lu la  son regu lados por su ambiente hormonal o no. Esto im pli­

ca que la  cuan tif icac ió n  del número de s it io s  receptores podrá  

in d ica rn o s  la  dependencia  hormonal c e lu la r .

Esta h ipó tesis  ha  sido confirm ada, y en el momento 

a c tu a l  e s tá  ben es tab lec ido  que los tumores que no contienen 

RE ra ram en te  responden a una  te ra p e ú t ic a  end o crin a ,  m ien tras  

que los tumores con RE positivos frecuentem ente responden a la s  

m anipulaciones hormonales.

No o b s tan te ,  la  p o s i t iv id a d  de los RE en un tumor 

no g a ra n t iz a  una re sp u es ta  a la  t e r a p ia  endocrina , ya  que el 

40% de la s  pac ien tes  no responden a p e s a r  de la  p o s it iv id a d
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de ta le s  recep to res .  H0RW1TZ ( 75 ) sug ie re  que c ier tos  tumores

RE positivos  no responden a la s  manip laciones endocrinas  porque 

ex iste  un defecto en a lg ú n  paso  d i s ta l  del mecanismo de acción , 

conduciendo a un crecimiento autónomo. Sería necesario  confirm ar 

la  in te g r id a d  de la  secuencia m etabólica que es desencadenada  

por la  unión del estrógeno a l  recep to r .

Basados en la  observación  de que los RPg son in d u c i­

dos por los estrógenos en los te jidos  d ia n a  normales y el cu ltivo  

de cé lu la s  de cáncer  de mama humano, McGUIRE Y HORWITZ 

( 98 ) su g ir ie ro n  que los RPg p o d r ' i a n  ser  un mejor m arcador 

que el RE, ya  que a se g u ra n  la  e x is ten c ia  de una  v ía  in ta c ta  

en la  re sp u e s ta  a l  es trógeno. Actualmente es acep tado  que los 

RPg son un m arcador mejor de la  dependencia  hormonal de un 

tumor que los RE.

Todo ello sug ie re  que en los tumores de mama debe 

ser  medido el contenido tan to  de RE como de RPg ru t in a r ia m e n te ,  

y que el re su l ta d o  de estos ensayos puede a y u d a r  a in d iv id u a ­

l i z a r  el t ra ta m ien to  de la s  pac ien tes  con cán cer  de mama.

La u t i l id a d  c l ín ica  de los recep tores  esteroideos en 

o tra s  n eo p la s ia s  como son la s  de endometrio, o var io ,  p ró s ta ta ,  

r iñóny  melanoma no e s tá  bien e s ta b le c id a  por el momento.

Los recep tores  esteroideos h an  podido ser  cu an tif icad o s  

porque tienen  c ie r ta s  c a r a c te r ís t ic a s  que perm iten su id e n t i f ic a ­

ción. Son d e f in ib les  por la s  s ig u ien tes  p rop iedades  "in  v i tro " :  

a) c a p a c id a d  de unión l im i ta d a : La re sp u e s ta  b iológica a una



-172-

hormona es te ro idea  es un fenómeno s a tu r a b le .  Esto implica que 

hay  sólamente un número lim itado de s it io s  de unión en c u a lq u ie r  

te jido  dado . El citosol o la  fracción  n u c le a r  de un tejido d ia n a  

asociado  a v a r ia s  concentraciones de es te ro ide  marcado con un 

isótopo perm ite la  unión del es te ro ide  con el recep tor h a s ta  a l ­

c a n z a r  el eq u i l ib r io ,  b) Alta a f in id a d ; Los n iveles  c i rcu lan te s
—10 —8de es te ro ides  son generalm ente de 10 a 10 M. Por lo que 

estos recep tores  deberán  ten e r  una a l t a  a f in id a d  por su hormona 

re sp e c t iv a ,  c) Especific idad  por la  hormona: El recep tor p re se n ta  

una  a l t a  a f in id a d  por una o v a r i a s  hormonas. Esta espec ific idad  

hace que que la  cé lu la  del te jido  d ia n a  responda  a la  señal 

hormonal a p e sa r  de la  in te r fe re n c ia  de o tra s  señ a les .  La unión 

del estrógeno a su recep tor es e sp ec íf ica ,  m ientra  que la  unión 

de la  p rogeste rona  a su recep tor es re la tiv am en te  menos espec í­

f ic a ,  ya  que la  p rogesterona  se une tam bién a los receptores  

de andrógenos y de g lucocortico ides. d) E specific idad  de los 

t e j id o s : Una re sp u es ta  s ig n if ic a t iv a  a la s  hormonas sexuales  

sólo la  p re se n ta n  c ie r to s  te jidos  ta le s  como ú te ro , v ag in a  y 

g lá n d u la  m am aria , denominados te jidos  d ia n a ,  los cuales  t ienen  

un número de recep to res  citoplásm icos muy elevado , comparado 

con otros órganos que tam bién poseen recep tores  como son el h i -  

potálam o, r iñón , d ia f rag m a , bazo e h íg ad o , pero en muy pequeña 

c a n t id a d ,  e) Correlación con re sp u e s ta  b io ló g ic a : La unión de 

la  hormona a su recep to r  p o d ría  ser  dem ostrada por la  am pli­

tud  de la  r e sp u e s ta .  Este c r i te r io  no ha  podido dem ostrarse a 

cau sa  de la  in te racc ión  de d ife ren tes  hormonas.
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V arias  técn icas  in  v i t ro  se han  d esa rro l la d o  en los 

últimos años p a r a  d e te c ta r  y c u a n t i f ic a r  la  concentración  de 

p ro te ín a  recep to ra  in t r a c e lu la r .

La am plia  v a r ie d a d  de ensayos u t i l izad o s  p a r a  la  

determ inación de estos receptores se b a s a  en la  medida de e s ta s  

p ro te ín a s ,  en forma de complejos unidos a l ig an d o s  esteroideos 

m arcados con isótopos.

El método más frecuentem ente u t i l iz ad o  p a ra  el a n á ­

l i s i s  de recep to res  es el de C arbón-D extrano ( 8 5  ) s iendo el 

que hemos u t i l iz a d o  nosotros por su s e n s ib i l id a d  y e x a c t i tu d ,  

a s í  como por la  p o s ib i l id a d  de e n s a y a r  v a r i a s  m uestras  a l  mismo 

tiempo, u t i l iz a n d o  un mismo s tn d a rd .  En él empleamos co n cen tra ­

ciones c rec ien tes  de l ig an d o  ra d ia c t iv o  específico h a s ta  a lc a n z a r  

el e q u i l ib r io ,  lo que permite c o n s tru ir  una  cu rv a  de s a tu ra c ió n .

No o b s tan te  la s  p re p a rac io n e s  de te jido  d ia n a  contienen 

o tros  componentes capaces  de u n irse  a los l ig an d o s  es te ro ideos, 

además de a sus p ropios receptores  específicos . Tales componentes 

de unión no específicos generalm ente t ienen  una  r e la t iv a  b a ja  

a f in id a d  pero una  a l t a  c a p a c id a d  por los l ig a n d o s .  Por e llo  se 

u t i l iz a n  l ig an d o s  estero ideos con el f in  de s a tu r a r  los recep tores  

específicos, y ello  nos permite medir tam bién los componentes 

de unión no e sp ec íf ica .

La hormona m arcada l ib re  no u n id a  es e l im inada  por 

medio del Carbón-D extrano, por la  p ro p ie d ad  que tiene  el carbón  

vege ta l  de a d so rb e r  y p r e c ip i ta r  a la  hormona l ib re .  El dex tran o
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a c tú a  de e s ta b i l iz a d o r  de los compljos horm ona-receptor formados.

La r a d ia c t iv id a d  medida en la s  m uestras  con exceso 

de l ig an d o  no m arcado nos v a lo ra  l a s  uniones no s a tu r a b le s ,  

m ientra  que la s  que contienen l ig an d o  m arcado sólo, in d ican  

el to ta l  de un iones. La d ife ren c ia  en tre  la s  dos nos da la s  unio­

nes espec íficas  construyendo a p a r t i r  de e l la s  la  cu rv a  de s a tu ­

rac ión .

A p a r t i r  de los datos experim enta les  de unión que 

nos proporciona la  metódica a n te r io r ,  en ocasiones re su l ta  d i f í ­

c il  ob tener una  c u rv a  de sa tu ra c ió n  de una  m anera c l a r a ,  por 

lo cua jas  de g ra n  u t i l id a d  el r e a l i z a r  una transfo rm ación  mate­

m ática d e r iv a d a  de la  ley de acción de m asas . Nosotros con este 

fin  hemos empleado el método de S ca tchard  ( 45 ). Con é l ,  u t i l i ­

zando los v a lo res  de unión e sp ec íf ica ,  se c a lc u la  el número to­

ta l  de s it io s  recep tores  y la  cons tan te  de d isoc iac ión , con lo 

que conseguimos información sobre la  a f in id a d  del recep tor que 

estamos midiendo, puesto que pueden e s ta r  p resen tes  p ro te ín a s  

con tam inantes  que también se unan  a l  es te ro ide  y nos den un 

fa lso  pos itivo .

Otros au to res  p a r a  s e p a ra r  la  hormona l ib re  de la  

u n id a  han  u t i l iz a d o  métodos f ís icos ,  como la  técn ica  de gel de 

P o liac ri lam id a  ( 87 ) y el g ra d ie n te  de d en s id ad  sucrosa  ( 84 )

siendo este último método muy u t i l iz a d o  por numerosos l a b o ra ­

torios de in v es t ig ac ió n .  Con él se pueden id e n t i f ic a r  la s  molé­

cu la s  de recep to r  basándose  en la  ve loc idad  de sedimentación
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de la s  p ro te ín a s  en función de su peso m olecular y d e n s id a d .

Esta técn ica  da una  información ú t i l  de la s  formas m oleculares 

del recep to r .  Habitualm ente en este método se u sa  una  concen tra ­

ción de es te ro ide  sólo, no obteniéndose información en cuánto  

a la  a f in id a d  del l ig an d o  por el recep to r .  Además- estos procede­

res  de sep arac ió n  f ís ica  neces itan  mucho más tiempo p a r  su r e a ­

l izac ión  y conducen a p é rd id a s  en l a s  medidas del recep to r.

Son métodos p a r a  c u a n t i f ic a r  los recep to res  lentos y c a ro s .  Su 

uso en la  ru t in a  c l ín ic a  ha sido muy lim itado .

Varios au to res  (206-207) h an  demostrado una co rre lac ión  

c u a n t i t a t iv a  excelente  en tre  el a n á l i s i s  de recep tores  por el ensayo 

de C arbón-D extrano y el método de g ra d ie n te  de su c ro sa .

No o b s ta n te ,  CHESTER (208) encontró que el ensayo 

de C arbón-D extrano e ra  más sensib le  p a r a  de te rm inar  los RE. 

ANDERSON ( 209) dem uestra  también mayor s e n s ib i l id a d  p a r a  la  

determ inación de RPg por este método que con el de g ra d ie n te  

de d en s id a d  su c ro sa ,  y e s ta  d ife ren c ia  se acen túa  más cuando 

en este último ensayo  no se u sab a  el molibdato.

O tras técn icas  de adsorción  y p rec ip i ta c ió n  incluyen  

la  obtención del recep to r  mediante f i l t ro s  de in tercam bio  iónico, 

adsorción  del recep to r  mediante la  h i d r o x i l a p a t i t a , elim inación 

del es te ro ide  l ib re  mediante an ticuerpos  an ties te ro ideos  y p re c i­

p itac ió n  del recep to r  mediante su lfa to  de p ro tam in a . Todos ellos 

t ienen  v e n ta ja s  y d e sv e n ta ja s ,  pero no e s tá n  lo suficientem ente 

e s ta n d a r iz a d o s  p a r a  su u ti l izac ió n  r u t i n a r i a .
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Con la  f in a l id a d  de lo c a l iz a r  el recep tor en el propio 

te jido  y de poder id e n t i f ic a r  aquellos  carcinom as de mama que 

tienen  una población heterogénea con sólo un número pequeño 

de cé lu la s  RE p o s i t iv a s ,  se han  in v e s t ig a d o  métodos h is toqu ím i- 

cos, u t i l izan d o  técn icas  de inm unofluorescencia o de inm unoper- 

o x id a sa s ,  y an ticuerpos  an tie s te ro id eo s .  La d if ic u l ta d  de c u a n t i -  

f ic a r  los re su l tad o s  en términos de concentración  de receptor 

constituye  la  mayor lim itación de e s ta s  técn icas .

Se h an  ensayado  otros métodos histoquímicos u t i l i z a n ­

do conjugados de es te ro ides  con su s ta n c ia s  f lu o re sc in a d a s .  F1SHER 

( 93 ) rea l izó  un estudio  com parativo  en tre  este método c i to q u í-

mico que u sa b a  f lu resce in a  u n id a  a la  posición 17 del e s t ra d io l ,  

y el método de C arbón-D extrano, no encontrando  re lac ión  c u a n t i ­

t a t iv a  d i re c ta .  Sin embargo, demostró que la  técn ica  citoquím ica 

e ra  ú t i l  p a r a  medir la  re lac ión  de c é lu la s  p o s it iv a s  a l  RE en 

una m uestra  tum oral y comprobó que el 8 1 % de los tumores con 

va lo res  de RE en tre  10 y 99 fmol/^g medido en el ensayo de Car­

bón-D extrano se a so c iab a  con más del 10% de c é lu la s  p o s it iv a s  

a l  m arcador.

D esafortunadam ente n in g u n a  de la s  técn icas  h is to q u í-  

micas han  sido e v a lu a d a s  de forma independ ien te ,  p ro sp ec tiv a  

y c ieg a .  A p e s a r  de ser a t ra y e n te s  su s e n s ib i l id a d  tiene  que 

ser to d a v ía  e v a lu a d a .  Se req u ie ren  más es tud ios ,  an tes  de que 

se puedan  a b a n d o n a r  los métodos bioquímicos de a n á l i s i s  del 

recep to r.
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No o b s ta n te ,  con el d e sa rro l lo  rec ien te  de an ticuerpos  

monoclonales específicos podran  r e a l iz a r s e  ensayos d irectos de 

r a d io in m u n o a n á lis is .

DeSOMBREX Cois ( 9 4  ) han  conseguido un an ticu e rp o  

monoclonal fren te  a l  recep tor de es trógeno , y ésto va  a p e rm itir  

la  u t i l iz ac ió n  de un sistema inm unorradiom étrico  de g ra n  sen s i­

b i l id a d  y e sp e c if ic id ad ,  p a r a  la  determ inación de este recep to r.

Se han  descrito  muchos métodos p a r a  de te rm inar  la  

a c t iv id a d  de los recep tores  estero ideos en los tumores de mama. 

Pero el método de C arbón-D extrano, en n u e s tra  opin ión , tiene  

muchas v e n ta ja s  sobre los otros d esc ri to s :  perm ite a f irm ar  con 

s e g u r id a d  la  c a n t id a d  de recep tores  un idos; determ ina la  cons­

ta n te  de d isoc iac ión ; es un método sen s ib le ,  exacto  y re p ro d u c i-  

ble y además pueden e n sa y a rse  a l  mismo tiempo v a r i a s  m uestras ,  

u t i l iz a n d o  un mismo s ta n d a rd .

El p r in c ip a l  inconveniente  de es ta  metodología es 

la  l a b i l id a d  del recep to r  y su posib le  deg rad ac ió n  en una de 

la s  fases  a n a l í t i c a s  y la  p re se n c ia  en el homogenizado de con­

tam inan tes  que se unen a l  es te ro ide  de modo inespec ífico ,  y pue­

den conducir  a una  subestim ación en la  medida del recep to r.

P a ra  e v i ta r lo ,  en nues tro  la b o ra to r io ,  mantenemos 

e lfragm ento tum oral a 0 -29C de tem p era tu ra  inmerso en tampón 

fr ío .  Esta p recaución  es sufic ien te  si el procedimiento lo iniciamos 

inm ediatam ente, en caso co n tra r io  es necesario  conge la r  el f r a g ­

mento en n itrógeno  l íq u id o  y m antenerlo  a -809C h a s ta  el mo-
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mento del examen.

El tampón fosfato que se u t i l iz a  contiene como agen ­

tes e s ta b il iz a n te s  el g l ice ro l,  el c u a l  dism inuye la  d isociación 

del complejo horm ona-receptor de p rogeste rona  (210). También 

utilizam os el th io g lice ro l ,  que pro tege a los grupos su lf id r í l ico s  

de la  molécula del recep tor ( 2 1 1 ).

El homogeneizado se t iene  inmerso en baño de agua  

y h ie lo , re sp e tan d o  el in te rv a lo  de a l  menos 1  minuto cada  4  

veces, p a r a  e v i ta r  el aumento de tem p era tu ra  que c o n llev a r ía  

a una d eg rad ac ió n  del receptor ( 2 1 2 ).

La cen tr ifu g ac ió n  del homogeneizado se r e a l iz a  a 

1 0 0 . 0 0 0  g con lo c u a l  se obtiene una mayor se n s ib i l id a d ,  ya 

que ésto perm ite p rovocar  la  sep a rac ió n  del máximo posible  de 

l igandos  inespec íficos .

Además de los componentes de unión no específicos, 

en la s  m uestras  b io lóg icas  u t i l iz a d a s  p a r a  la  medida de receptores 

pueden e x is s t i r  con tam inan tes  ta le s  como la  g lob u lin a  de unión 

de la s  horm anas e s te ro id eas  (SHBG) y g lo b u lin as  de unión c o r t i -  

coidea (CBG). Ambas se unen a sus respectivos  ligandos  con 

co n s id e rab le  a f in id a d .

La SHBGpuede c a u s a r  problem as en la  medida de los 

RE y la  CBG en la  medida de los RPg.

Actualmente con la  u ti l iz ac ió n  en los ensayos de re ­

ceptores de l ig an d o s  esteroideos s in té ticos  m arcado ,se  ha su p e ra ­

do parc ia lm en te  este  inconvenien te . Generalmente, estos es te ro ides
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no in te ra c tú a n  ,en la  m ayoría de los casos con la s  p ro te ín a s  sé­

r ic a s  con tam inan tes ,  sin  embargo si que se unen a los s itios  

recep tores  de b a ja  a f in id a d ,  no espec iíf icos ,  y éstos neces itan  

ser d ife ren c iad o s .

Algunos de estos l ig an d o s  s in té ticos  se d isoc ian  más 

lentam ente de su recep tor y además p re se n ta n  mayor a f in id a d  

por él que los l ig an d o s  n a tu r a le s .  La mayor d esv en ta ja  de a l ­

gunos de ellos es su in te racc ió n  con v a r i a s  c la ses  de receptores 

es te ro ide  de competición que bloquee los recep tores  específicos.

Se u t i l iz a  el d ie t i le s t i lb e s tro l  (DES) como competidor, 

que no reconoce a la  SHBG como l ig a n d o .  Así es p o s ib le  e l im inar  

la  in te r fe re n c ia  deb ida  a e s ta  g lo b u lin a  de a l t a  a f in id a d  por 

el e s t r a d io l .  Este competidor se une a l  recep to r  específico blo­

queándolo .

C onsid rando  e s ta  c a r a c te r í s t i c a ,  el DES viene a c tu a l ­

mente u t i l iz án d o se  en nues tro  la b o ra to r io  como a l te rn a t iv a  a l  

17-beta e s t r a d i l .  La c o n c e n tra c ió n  de DES es de 150 nMol/1.

P a ra  la  determ inación de RPg se u sa  la  p ro g es tin a  

s in té t ic a  l lam ad a  R-5020, que no se une a los receptores  g luco- 

cortico ideos, ni a la  CBG.

P a ra  la  obtención de la  re c ta  de S ca tchard  nos b a ­

samos en los re su l ta d o s  de cinco concen traciones  seriadas de hor­

mona y por dup licado . Sin em bargo, e s ta  metodología p re se n ta  

d i f ic u l ta d e s ,  por la  ex igencia  de c a n t id a d e s  su fic ien tes  de te jido  

tum oral que en ocasiones es p rác ticam en te  imposible.
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P a ra  re so lv e r  este problema estudiam os la  p o s ib i l id a d  

d e s u s t i tu i r  la  s is tem ática  a n te r io r  por o tra  técn ica  más simple 

que consis te  en u t i l i z a r  n ad a  más que un sólo punto , co rrespon­

diente  a la s  concentraciones  más e lev ad as  de hormona, tan to  

p a r a  los RE como p a r  los RPg.

El coeficiente de co rre lac ión  que obtuvimos en tre  los 

re su ltad o s  de los dos métodos p a r a  los RE fué muy e levado , lo 

que nos ind icó  que podíamos u t i l i z a r  el método monopuntual con 

un margen muy acep tab le  de f ia b i l id a d .

Con respecto  a los RPg el coeficiente de co rre lac ión  

en tre  ambas técn icas  no fué ta n  e levado , no obs tan te  tam bién 

in d ic a b a  una asociac ión  p o s it iv a  en tre  ambos métodos.

Aunque no podemos v a lo r a r  la  c a p a c id a d  de a f in id a d  

del recep tor y el e r ro r  en la  cu an tif ic ac ió n  de los receptores 

aum enta , cuando  nos vemos ob lig ad o s , por la  e scasa  c a n t id a d  

de m a te r ia l  tum ora l ,  a u t i l i z a r  la  técn ica  monopuntual podemos 

hacerlo  con un m argen de confianza  a c e p ta b le .

Varios es tud ios  (213—214) h an  mostrado que ambas 

técn icas  son e q u iv a len te s  p a r a  e v a lu a r  la  concentración  del 

recep to r.  Aunque en la  p rá c t ic a  la  medida del v a lo r  de la  Kd 

añ ad e  mayor ran g o  de confianza ya  que nos in d ica  la  espec if ic idad  

de unión de la  reacc ión .

El ensayo  m onopuntual, debe recom endarse solamente 

cuando el a n á l i s i s  de recep tors  esteroideos tiene  que r e a l iz a r s e  

en pequeñas  m uestras  de b io p s ia s .
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NICOLO (213) obseva tam bién  una  excelente c o r re la ­

ción, cuando com para los re su l tad o s  obtenidos con el método de 

C arbón-D extrano con cinco puntos en el S ca tchard  y el método 

de una  sóla concentración  s a tu ra n te  de hormona. El coeficiente 

de reg res ió n  que obtiene es de 0 , 9 9 »

El d e sa rro l lo  de ensayos de r u t in a  req u ir ien d o  menos 

te jido  es un tema de in te ré s  p a r a  la  m ayoría  de lab o ra to r io s  

c l ín icos .  MAGDALENAT (215) y S1LVERWSWARD (216) r e a l iz a n  un 

te s t  simple usando  el 3 H*Estradiol y 3 H*5020, p a r a  la  d e te r ­

minación de RE y RPg sobre m ate ia l p ro ced en te  de a sp ira d o s  

por a g u ja ,  y esto p o d r ía  se r  de una  g ra n  a y u d a .

Los v a lo re s  de RE y RPg encontrados  en los tumores 

malignos de mama v a r í a n  con un amplio ran g o  de 0 - 1 0 0 0  fmol/mg 

p a r a  los RE y desde 0-5000 fmoles/mg p a r a  los RPg. En nues tro  

e s tud io , con ideram os receptores  pos itivos  aquellos  v a lo res  ^ d e  

10 fmoles/mg. de p ro te ín a .  Este lím ite , e s tá  b asad o  en los r e su l ­

tados  pub licad o s  por la  m ayoría  de au to res  (102, 107» 154). Pen­

samos que lo id e a l  s e r ía  que cad a  la b o ra to r io  determ inase el 

límite in fe r io r  p a r a  su ensayo , tan to  en re lac ión  con la  s e n s ib i l i ­

dad  de la  té c n ic a ,  como co rre lac ionando  los n ive les  de receptores  

y la s  re sp u e s ta s  tum orales  a tra ta m ien to s  hormonales en la  c l í ­

n ic a .  Con los datos de re sp u es ta  obtenidos se p o d ría  hace r  una 

l ín ea  a r b i t r a r i a ,  a p a r t i r  de la  cu a l  los especímenes p o d rían  

ser e tique tados  como rico o pobre en recep to res .  Cuando mayor 

sea el número y el tiempo de seguiemiento de la s  pac ien tes  más 

d isc r im ina tivo  se rá  este  v a lo r  lím ite .
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En n u es tro  caso , dado el número de pac ien tes  y tiem­

po t r a n s c u r r id o  desde la  p u es ta  en m archa de la  té cn ica ,  nos 

r e su l ta  imposible de te rm inar  d icha  l ín e a  de sep arac ió n .

Está plenam ente es tab lec ido  que aquellos  tumores con 

menos de 3 fmol/mg. de p ro te ín a  son considerados RE y RPg ne­

g a t iv o s .  El v a lo r  lím ite p a r a  c o n s id ra r  un tumor como RE y RPg 

positivo  e s tá  más d iscu tid o . Generalmente se acep ta  que aquellos  

que tienen  un v a lo r  por en c i ma de 1 0  fmol/mg. de p ro te ín a  son 

pos it ivos .  Las concentraciones  en tre  3 y 10 fmol/mg. son conside­

rados  in de te rm inados .  Cuando el n ive l  de RE en un tumor aum enta, 

la  p ro b a b i l id a d  de una  re sp u es ta  o b je tiv a  a la  horm onoterapia 

se increm enta . La proporción de re sp u e s ta s  en el g rupo  de RE 

con v a lo re s  de 0 - 9  fmol/mg. es solamente un 9 % fren te  a un 3 0 % 

en aque llos  tumores en tre  10-20 fmoles/mg. P a ra  los tumores con 

va lo res  en tre  20-50 fmoles/mg. la  re sp u e s ta  ob je tiva  fué de un 

63% . En aque llo s  tumores con v a lo res  mayores de 50 fmol/mg

de p ro te ín a  la  r e sp u e s ta  ob je tiv a  es mayor del 70% de la s  p ac ien ­

tes  (107).

Los v a lo re s  de la  Kd v an  de 10” *^ a 10”** M p a r a  

los RE y de 10 ^ a 10 *^ M p a r a  los RPg. Cuando la  Kd e s tá  

p resen te  en e s ta s  concentraciones es in d ic a t iv o  de la  p resen c ia  

de recep tores  específicos de estrógeno y p rogeste rona  re sp e c t iv a ­

mente (217).

Dado que la  determ inación de receptores  hormonales 

en la  c l ín ic a  e s tá  co n s id e rad a  una  técn ica  que debería  r e a l i z a r ­

se ru tin a r ia m e n te  por la  información que proporciona a la  hora
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de p la n te a r  es tud ios  clín icos y a d o p ta r  decisiones te ra p é u t ic a s ,  

el proceder a n a l í t ic o ,  debe e s ta r  r igu rosam ente  e s ta n d a r iz a d o  

y ser  r igu rosos  con los datos su m in is trad o s .

Debido a la  com plejidad de la  técn ica  y el hecho 

de que se h ay a  convertido  en un a n á l i s i s  co tid iano , requ ie re  

una cu idadosa  p u es ta  a punto , a s í  como ten er  es tab lec idos  los 

controles necesarios  p a r a  poder v e r i f i c a r  en todo momento el 

r ig o r  de la  misma.

El cu idado  que hay  que te n e r  a l  de te rm inar  los re ­

ceptores horm onales, no queda re legado  sólo a la  técn ica  en 

sí misma, sino tam bién a la  reco g id a , alm acenam iento y t r a t a ­

miento de la s  m uestras  problem a.

Las fuentes de v a r ia c ió n  pueden in v e s t ig a rse  u ti l iz an d o  

unos controles adecuados .  El m a te r ia l  de control e s ta b le  puede 

ser te jido  l io f i l izad o  o te jido  homogéneo congelado ( 2 1 8 - 2 1 9 ).

La técn ica  de C arbón-D extrano p a r a  la  cu an tif icac ió n  

de recep tores  estero ideos comprende v a r io s  procesos. El rango  

de v a lo re s  de recep tores  obtenidos p a r a  un te jido  p u lv e r iz ad o  

y homogeneizado puede a t r ib u i r s e  a v a r ia c io n e s  técn icas  encon­

t r a d a s  en cada  uno de los pasos de este  método.

P a ra  a n a l i z a r  la  r e p ro d u c t ib i l id a d  de la  técn ica  en 

nues tro  la b o ra to r io ,  y poder e s ta b le ce r  un control de c a l id a d ,  

a s í  como in v e s t ig a r  como in fluyen  la s  d ife ren tes  e ta p a s  de la  

misma en la  v a r ia c ió n  de los re su l ta d o s ,  se ha  u t i l iz a d o  un 

te jido  p u lv e r iz ad o  de ú tero  de v aca  cons ide rado  homogéneo y
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rico  en RE y RPg como control pos itivo .

Analizamos la  v a r i a b i l id a d  in tra e n sa y o  en 12 a l í ­

cuotas  de un mismo lote de te jido  p u lv e r iz a d o .  Obtuvimos un 

coeficiente de v a r ia c ió n  de un 11% p a r a  los RE y de un 12% 

p a r a  los RPg.

Estos da tos  coinciden con los de otros au to res  como 

HAWKINS (126) que encuen tra  una v a r i a b i l id a d  de un 14-15% en 

m últip les  determ inaciones de un mismo bloque de ú tero  de r a t a .

La v a r i a b i l id a d  en co n trad a  por RAAM y cois . (212) 

fué a lgo  mayor que la  encon trada  por nosotros. Ellos a t r ib u y e n  

este coeficiente de v a r ia c ió n  a l  proceso de homogeneización, que 

r e a l iz a n  m anualm ente.

En n u es tro  la b o ra to r io ,  aunque  el proceso de homo­

geneización  tam bién es regu lado  m anualm ente, el tiempo de cada  

uno de estos ciclos de homogeneización es tá  b ien  es tab lec id o , 

a s í  como el in te rva lo  de tiempo que supone el enfriam ien to  de 

la  m uestra  en tre  c a d a  uno de los c ic los .

No o b s ta n te ,  analizam os la  v a r i a b i l id a d  que o b ten ía ­

mos cuando este paso  de homogeneización no in te rv e n ía  en la  

metodología. P a ra  e llo , realizam os la  técn ica  a p a r t i r  de 12 

fracciones  de un mismo citosol, a n a l iz a d a s  sim ultáneam ente . El 

coeficiente de v a r ia c ió n  que obtuvimos fué de un 6 % p a r a  los 

RE y de un 8 % p a r a  los RPg.

Cuando comparamos la s  v a r ia n z a s  ob ten idas  i n t r a -
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ensayo con te j ido  p u lv e r iz ad o  y con un "pool" de c itoso l,  obser­

vamos que la s  d ife rn c ia s  fueron e s ta d ís t icam en te  s ig n if ic a t iv a s  

en cuan to  a los RE, pero  no p a r a  los RPg. Comprobamos por 

ta n to ,  que la  homogeneización c o n tr ib u ía  a una  v a r ia c ió n  mayor 

dentro  del ensayo .

HAHNEL y VIVIAN (121) a n a l iz a n  tam bién la  v a r i a b i ­

l id a d  de la  técn ica  a p a r t i r  del citosol y el coeficiente de v a ­

r iac ió n  que ob tuv ieron  fué de un 5 - 8 % cuando el citosol contenía  

concentrac iones  e le v a d a s  de recep to r .

Los re su lta d o s  obtenidos en n ues tro  la b o ra to r io  en 

cuánto  a la s  v a r ia c io n e s  in t ra -e n s a y o  de la  técn ica  de C arbón- 

Dextrano, ta n to  en un te jido  p u lv e r iz ad o  como en un "pool" de 

c itoso l,  nos perm iten a d o p ta r la  p a r a  el p roceder r u t in a r io  de 

la  determ inación  de recep tores  en te j id o  tum oral de mama.

P a ra  in v e s t ig a r  la s  v a r ia c io n e s  in te r -e n sa y o  de la  

té cn ica ,  con d ife ren te s  p re p a rac io n e s  de e s te ro id es ,  d is t in to s  

tampones y soluciones s ta n d rd s  p a r a  la s  p ro te ín a s ,  y además 

a v e r ig u a r  la  in f lu e n c ia  en cuán to  a la  conservación  de la  mues­

t r a  con respecto  a l  periodo de tiempo t r a n s c u r r id o ,  realizmos 

la  técn ica  en d ife ren tes  d ía s ,  en un mismo te jido  pu lv e r izad o  

y en un mismo c itoso l.

Las v a r ia c io n e s  in te r -e n sa y o  en co n trad as  en d is t in ta s  

fracciones  de un mismo citosol en d ife ren tes  d ía  fué de un 9 % 

p a r a  los RE y de un 11% p a r a  los RPg. Estos datos rev e lan  que 

la s  v a r ia c io n e s  d eb id as  a d ife ren tes  p re p a ra c io n e s  de es te ro ides ,
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de p ro te ín a s  s ta n d a r s  y la s  d ife ren tes  condiciones de ensayo 

no son s ign if ica tivam en te  mayores que la s  v a r ia c io n e s  ob ten idas  

cuando todas  la s  condiciones son id é n t ic a s .

Existen  es tud ios  que s e ñ a la n  p é rd id a s  im portantes 

de recep tores  cuando se r e a l iz a  la  técn ica  sobre fracciones de 

citosol congelados (87). En nues tro  es tud io  aunque  el tiempo 

de conservación  del citosol congelado fué corto , ta n  sólo 1 0  d ía s ,  

no se obse rv a ro n  p é rd id a s  s ig n i f ic a t iv a s  del recep to r.

El coeficiente de v a r ia c ió n  in te r -e n sa y o  que ob tuv i­

mos en el te j ido  p u lv e r iz ad o  co n g e lad o  fué de un 2 0 % p a r a  los 

RE y de un 22% p a r a  los RPg.

Cuando comparamos la  v a r ia n z a  de los re su ltad o s  

in t ra -e n s a y o  e in te r -e n sa y o  p a r a  un te j id o  p u lv e r iz ad o ,  no se 

o bservan  d ife ren c ia s  s ig n if ic a t iv a s  en tre  e l la s .

Otros au to res  (212) e n cu en tran  un coeficiente de v a ­

r iac ió n  in te r -e n sa y o  en tre  un 2 1 % y un 4 4 %, si b ien hay  que 

r e s a l t a r  que el in te rv a lo  de tiempo en tre  los d ife ren tes  ensayos 

en nues tro  es tud io  fué de ta n  sólo 6 0  d ía s ,  comparado con el 

de estos au to res  que fué mínimo de 1  mes y máximo de 5  meses.

El tiempo que puede c o n se rv a rse  una m uestra con­

g e lad a  s in  a p re c ia r  p é rd id a s  s ig n i f ic a t iv a s  del recep to r ,seg ú n  

los re su l tad o s  p ub licados  por d iversos  in v es t ig ad o res  no es con­

c luyente  ya que algunos no a p re c ia n  p é rd id a s  s ig n if ic a t iv a s  

en el t r a n sc u r so  de dos meses ( 2 2 0 ), y otros ( 2 2 1 ) no ob je tivan
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p é rd id a s  im portan tes  en cuanto  a l  RE en a l  menos 4 meses de 

conservación  de la  m uestra  a -80 9 C.

Los re su l ta d o s  de nues tro  estud io  en cuánto  a la s

p é rd id a s  o b se rv a d a s  en el t ra n sc u rso  de los 60 d ía s  no fueron

im portan tes ,  como se desprende del coeficiente de v a r ia c ió n  ob­

ten ido .

Analizamos también la  re p ro d u c t ib i l id a d  de nuestros  

datos en cuan to  a los va lo res  de la  p ro te ín a  en m uestras  de

citosol y en te jidos  p u lv e r iz ad o s ,  es tu d iad o s  en un mismo d ía

o en d ía  se p a ra d o s ,  y c laram ente  comprobamos que la s  f lu c tu a ­

ciones in te r -e n sa y o  o in t ra -e n s a y o  en la s  medidas de proteínas 

son esencialm ente co n s ta n te s .

La f a l ta  de re p ro d u c t ib i l id a d  en los v a lo res  de la  

p ro te ín a  ha  sido la  responsab le  en muchos es tud ios  de control 

de c a l id a d ,  de la  v a r i a b i l id a d  in t ra -e n s a y o  en cuanto  a los 

v a lo res  de recep to res ,  ya  que estos se ex p resan  en fentomoles/mg. 

de p ro te ín a  ( 2 2 2 ).

En n u es tro  ensayo se comprueba que la  v a r ia c ió n  

en los v a lo re s  de la  p ro te ín a  se m antienen más o menos cons­

ta n te s ,  no pudiendo  se r  a t r ib u id a  la  v a r i a b i l id a d  ob ten ida  a 

la  f a l ta  de r e p ro d u c t ib i l id a d  de los v a lo re s  de la  misma.

La Kd tam bién fué a n a l iz a d a  y se vió que la  v a r i a ­

b i l id a d  de la  misma fué mayor cuando la s  m uestras  a e s tu d ia r  

fueron conge ladas  y es ta  d ife ren c ia  e ra  su p e r io r  en la  fracción  

de citosol conservado  a -80 9 C. No encontramos una explicac ión
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v á l id a  p a r a  este fenómeno. Aunque posiblem ente es debido a la  

congelación y descongelación del c i to so l,  lo que ejerce una in ­

fluenc ia  en la  reacción y a l t e r a  los v a lo re s  de la  Kd.

En conclusión, la  v a r i a b i l id a d  en la  c a n t id a d  de 

RE y RPg que se observa  en nues tro  la b o ra to r io  en los citosoles 

p re p a ra d o s  a p a r t i r  de un lote de te j id o  de ú tero  de v aca  p u l­

ver izado  o de un citosol del mismo a n a l iz a d o  sim ultáneam ente 

o en ensayos separados  no se debe p r inc ipa lm en te  a l  paso  del 

tiempo ni a la s  d ife ren tes  c a n t id a d e s  de ligandos  a ñ a d id o s ,  ni 

a la s  v a r ia c io n e s  en la  medida de la s  p ro te ín a s ,  sino que posi­

blemente se deba a otros fac to res  im plicados en la  técn ica .  La 

homogeneización del te jido  si que hemos observado  que tiene  una 

in f lu en c ia  en la  v a r i a b i l id a d  de la  misma, posiblemente por des­

n a tu ra l iz a c ió n  térm ica de la s  p ro te ín a s .  Esto conlleva  a e s ta b le ­

cer un control más es tr ic to  del número de veces que el te jido  

es p u lv e r iz ad o  y homogeneizado, ya que disponemos de un homo- 

geneizador contro lado  m anualmente.

Consideramos que se deb erán  promover controles de 

c a l id a d  in te r - la b o ra to r io s ,  p a r a  poder p r e c i s a r  los e rro res  me­

todológicos, que de no ser a s í ,  posiblem ente no los detectamos.

Además es necesario  reconocer y e lim inar  la s  d ife­

ren c ia s  en cuanto  a los métodos usados por los d is t in to s  labo­

ra to r io s  en orden a que los re su l tad o s  sean  com parab les , y la  

f ia b i l id a d  de los datos del ensayo de recep to res  hag  que se 

puedan  com parar con otros parám etros  c lín icos  de enferm edad.
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Analizamos el efecto de la  tem p era tu ra  en la  con­

servac ión  de la s  m uestras  de te jido  p u lv e r iz a d o .  Si e s ta s  fueron 

co n se rv ad as  a -809C d u ra n te  60 d ía s  se obtuvo un coeficiente 

de v a r ia c ió n  de 20% p a r  los RE y de un 22% p a r a  los RPg y 

cuando se conservaron  con n itrógeno l íq u id o  (-1989C) d u ran te  

el mismo período de tiempo la  v a r ia c ió n  que se encontró no fué 

mucho menor. Lo que nos hace conc lu ir  que se pueden u t i l i z a r

ambas formas de conservación  de la s  m uestras  tumoales sin  que

se p ro d u zcan  p é rd id a s  ap rac iab les  en el recep to r.

Nuestros re su ltad o s  coinciden con los datos obtenidos 

por otros in v es t ig ad o res  ( 2 2 1 - 2 2 3 ) que no encu en tran  p é rd id a s  

s ig n if ic a t iv a s  en te jidos  congelados a -8 0 9C d u ra n te  dos meses, 

tiempo máximo que nosotros mantenemos congelado el ú tero  de 

v a c a .

La m ayoría  de p rogram as  de control de c a l id a d  in te r -  

la b o ra to r io s  p u b licad o s  en la  l i t e r a t u r a ,  u t i l iz a n  como control 

positivo  te jidos  l io f i l iz a d o s ,lo s  cu a les  son mucho más e s ta b le s ,  

y la s  p é rd id a s  que se observan  en cuan to  a receptores son me­

nores con el paso  del tiempo. El te j id o  l io f i l izad o  se puede con­

s e rv a r  d u ra n te  más de 6  meses sin e v a lu a rse  p é rd id a s  im portan­

tes  ( 2 1 8 ).

Algunos au to res  (219) no o b s ta n te ,  inc luso  p a r a  en­

sayos de contro l de c a l id a d  in te r - la b o ra to r io ,  tam bién han  u t i ­

lizado  te j ido  congelado de ú tero  de v a c a ,  v iendo que si su con­

servación  es a d e c u a d a ,  puede ser ú t i l  p a r a  este  f in .
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Con estos medios nosotros esperamos una mayor concor­

d an c ia  en tre  el re su ltad o  bioquímico y la  re sp u es ta  a una te ­

ra p é u t ic a  hormonal de un umor defin ido  en el ensayo como re ­

ceptor pos itivo .

Una vez comprobada la  técn ica  de determ inación de 

recep tores  hormonales en nues tro  medio, estuvimos en disposición 

de u t i l i z a r l a  en la  c l ín ic a  d i a r i a .

Han sido e s tu d ia d a s  una  seie de p a c ien ten ,  todas  

e l la s  d ia g n o s t ic a d a s  de carcinom a de mama. Distinguimos tre s  

g rupos dependiendo de la  extensión de la  enferm edad:

1 . -  Tumores localmente avanzados  (T„. , N~ 0  Mrt) y con c a r a c -3b-4 0-3 0  J
t e r ís t ic a s  ev o lu tiv as  Pev 1 ,2 ,3 ,  que e ra n  in operab les  de e n t r a d a ;  

Este g rupo de p ac ien tes  rec ib ie ron  un tra ta m ien to  con qu im io terap ia  

p rev io  a c u a lq u ie r  m anipulación  sobre la  tum oración.

2 . -  Pacien tes  con enfermedad m e ta s tá s ic a ,  habiéndose determ inado 

los recep to res ,  sobre lesiones acces ib les  a b io p s ia .

3 . -  Pac ien tes  con carcinom a de mama en la s  que la  ac tuac ión  

q u irú rg ic a  fué la  p rim era  arma te ra p é u t ic a  u t i l i z a d a .

1 . -  Tumores localmente a v a n z a d o s . -  Antes de a n a l i z a r  los r e s u l ­

tados obtenidos en este tipo de tum ores, tenemos que d e s ta c a r  

que todas  la s  p ac ien tes  h a b ía n  rec ib ido  qu im io te rap ia  p r e v ia ­

mente a la  obtención de la  m uestra  sobre la  que se determ i­

n a r ía  el ensayo de recep to res . Así mismo dos pac ien tes  h a b ía n  

rec ib ido  r a d io te ra p ia .
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De los 20 tumores que analizam os, doce te n ía n  un tiempo de d u -  

p l ic a c ió n rá p id o ,  menor de 6  meses (PEV 2) y dos e ran  c a rc in o ­

mas in f lam ato r io s .

Encontramos Receptores de estrógeno positivos en un 

3 2 % de los casos y en un 24% se de tec ta ron  receptores  de p ro -  

ges te rona  p o s i t iv o s .  Valores s ig n if ica tiv am en te  menores que los 

h a l lad o s  en el grupo de pac ien tes  con es tad ios  1 - 1 1 1  en nues tro  

es tud io .

KANTAIJAN y cois (224) de term inan  los RE en 47 p a ­

cien tes  con tumores localmente av an zad o s  de mama, siendo en 

un 53% positivos  y en un 47% n eg a tiv o s .  Resultados que no d i­

f ie ren  de los encontrados en otros e s tad io s  de la  misma en fe r­

medad.

Cuando en p ac ien tes  con cán ce r  de mama m etastás ico  

se han  determ inado secuencialm ente los recep tores  hormonales 

an tes  y después de h a b e r  rec ib ido  tra ta m ien to  con qu im io te rap ia  

no se o b servan  modificaciones s ig n i f ic a t iv a s  en cuanto  a l  po r­

cen ta je  de m uestras  p o s it iv a s  o n e g a t iv a s .  HULL (144) observó 

en 4 pac ien tes  RE positivos  en la s  que se rea lizó  una segunda 

b iops ia  t r a s  la  adm in is trac ió n  de q u im io te rap ia ,  un incremento 

de los n ive les  de RE. En los que in ic ia lm en te  te n ían  RE-, no 

observó n in g u n a  m odificación.

POULLART comunica, que los tumores de mama, en 

los que se supone la  ex is ten c ia  de una  población  mixta de cé­

lu la s  con y s in  recep tores  horm onales, t r a s  qu im io te rap ia  a u -
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mentan proporcionalm ente los v a lo re s  de RE y RPg.íCom. p e rso n á )

BRESSOT y cois (225) en cu en tran  una dism inución 

s ig n if ic a t iv a  del po rcen ta je  de tumores RE y RPg positivos  c u an ­

do la s  pac ien tes  han  sido t r a t a d a s  con r a d io te ra p ia  an tes  de 

la  recolección de la  m uestra p a r a  la  determ inación  de recep to  -  

re s .

El hecho de que en n u es tro  es tud io  obtengamos un 

po rcen ta je  de recep tores  hormonales positivos  menor que el h a l lad o  

por otros au to re s ,  no creemos que esté  en re lac ió n  con la  t e r a ­

péu tica  a d m in is t ra d a  an teriorm ente  a la  recog ida  de la  m uestra 

sobre la  que se rea lizó  el ensayo , s ino más b ien  por la s  c a r a c ­

te r ís t i c a s  que p re se n ta b a n  la s  p ac ien tes  que hemos es tu d iad o .

El 70% de e l la s  te n ía n  tum oraciones que c lín icam ente fueron c la ­

s if ic a d a s  como PeV 2 y 3, lo que conlleva  a que son tumores 

mucho más ind ife renc iados  y con una  mayor fracc ión  de c re c i­

miento c e lu la r  (140-141).

Así mismo el mayor po rcen ta je  de p ac ien tes  en este 

g rupo  e ra n  prem enopaúsicas .

P1ERA y cois (226) o b servan  que den tro  de los tu ­

mores localmente av an zad o s ,  ex iste  un subgrupo  de peor p ro ­

nóstico c a ra c te r iz a d o  por ser p ac ien tes  más jóvenes, con tumores 

de evolución r á p id a ,  con c a r a c t i r í s t i c a s  p seudo in f lam ato r ia s  y 

con determ inaciones de receptores en la  m ayoría de los casos 

n eg a tiv o s .

LEVIN y cois (227) en un grupo de pacientes con
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PEV-2 obtiene un 35% de RE pos it ivos ,  y en la  m ayoría  de los 

casos encu en tra  el fenotipo RE+ RPg- . Asimismo, en otro estudio  

del In s t i tu to  Gustavc Roussy, ta n  sólo en cu en tran  RE+ RPg+ en 

un 2 8 % de los tumores in flam atorios  ( 141 ).

MEYER y co is. (137) a s í  como SILVESTRINl y cois. 

( 1 3 8 ) han  mostrado que los tumores con una a l t a  fracción  de 

crecim iento medida por el lá b e l ix  index  (LI) son con mayor -  

f recuenc ia  receptores  n ega tivos .

2 . -  Lesiones m e tá s ta s ic a s . -  Cuando analizam os los re su ltad o s  

de la s  40 b io p s ias  de lesiones m e ta s tá s ica s  en re lac ión  a su 

contenido de RE y RPg un 52% son RE positivos  y un 44% RPg 

pos it ivos ,  re su ltad o s  que coinciden con los p ub licados  por la  

m ayoría  de au to res  ( 9 8 , 1 0 5 , 2 2 7 ).

Analizando la  concordancia  de RE y RPg en la s  -  

m etás tas is  encontramos que la  d is t r ib u c ió n  de los d is t in to s  -  

fenotipos es s im ila r  en este g rupo  de pac ien tes  que los que -  

ap a recen  en es tad ios  precoces de la  enferm edad.

VIHKO y cois (106) s in  embargo señ a la n  que el — 

fenotipo RE+ RPg+ es menor en el g rupo  de p ac ien tes  m etas tá­

s icas  que en el de pac ien tes  con tumores loca lizados .  Y sug i£  

ren que la s  m etás tas is  pueden p e rd e r  en el curso  de la  enfe£ 

medad su c a r á c te r  hormonodependiente, y aconse jan  de term inar  

el es tado  del recep tor cuando ap arecen  la s  m e tás ta s is .
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Aunque la  demostración de e s ta  te o r ía  r e q u e r i r ía  un 

seguim iento del es tado  de RE y RPg en pac ien tes  ind iv idua lm en­

t e ,  d u ra n te  el cu rso  de la  enferm edad y de su tra ta m ien to ,  ex is ten  

datos en la  l i t e r a t u r a  donde re a l iz a n d o  ensayos secunencia les  

en cu en tran  una  co rre lac ión  p a r a  los RE de un 85% y p a ra  los 

RPg de un 80% (154) en el momento de l a s  m e tás tas is  en re ía  

ción con la  determ inación en el tumor p r im ar io ,  por lo c u a l ,  

la  m ayoría  de au to res  coinciden en s e ñ a la r  que la  de term ina­

ción de recep to res  en el momento de la  mastectomía es un in ­

d icador  v á l id o  p a r a  la  re sp u e s ta  a l  tra ta m ien to  hormonal — 

cuando  ap a rece  la  m e tá s ta s is .

En n u es tro  es tud io  no analizam os la  su p e rv iv en c ia  

de la s  pac ien tes  del g rupo con recep to res  positivos  por el — 

corto espac io  de seguim iento, y por el pequeño número de pa 

c ien tes .  Otros au to re s  han  p u b licad o  que los recep tores  posi_ 

t iv o s ,  sobre todo los de p rogeste rona  en la s  pac ien tes  con me­

tá s t a s i s  por carcinom a de mama, adem ás de se rv irn o s  como ín ­

dice de re sp u e s ta  a l  t ra tam ien to  endocrino , son un fac to r  pro  

nóstico en cuán to  a la  su p e rv iv e n c ia .  POU1LLART (202) en una 

comunicación rec ien te  dem uestra que la s  pac ien tes  con RPg po 

s it ivos  t ienen  una su p erv iv en c ia  s ig n if ica tiv am en te  mayor que 

la s  del g rupo  con RPg n eg a tiv o s .

3 . -  Tumores loca lizados  de mama. -  En este tip o  de tumores 

la  d is tr ib u c ió n  de recep tores  de estrógeno positivos  y n e g a t i -
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vos enco n trad a  en nues tro  estudio  coincide con la  m ayoría de 

los pub licados  en la  l i t e r a tu r a ,  cuando  el n iv e l  de p o s it iv id a d  

que se adop ta  es el mismo ( 9 6 , 1 0 2 , 1 0 3 , 1 0 5 ).

En cuánto  a la  in c idenc ia  de RPg en este g rupo  de 

tumores, nuestros  re su l tad o s  coinciden con la  m ayoría de au to­

res  (102,103,127). THORPE (228) en cu en tra  una  mayor inc idencia  

de ellos en su es tud io , comparados con otros au to re s ,  lo cu a l 

a t r ib u y e  a la  d ife ren te  metodología em pleada.

OSBORNE y cois. (101), en cu en tran  un índ ice  menor 

de p o s i t iv id a d  que la  que vemos en n ues tro  e s tud io . Una posi­

b le  exp licac ión  p a r a  este hecho es que u t i l iz a  la  técn ica  de 

g ra d ie n te  de den s id ad  sucrosa  p a r a  el a n á l i s i s  de los RPg en 

donde se ev a lú a  solamente la  fracción  8 S u n id a ,  y no los RPg 

que se encu en tran  en la  4S, siendo a s í  que ambas fracciones 

8 S y 4S u n id as  son a n a l iz a d a s  u sando  el método de c a rb ó n -  

d ex tran o .

Cuando analizam os los re su l ta d o s  conjuntam ente de 

RE y RPg en un mismo tumor encontramos una  concordancia  g l£  

b a l  de un 73,3%. Ambos receptores pos itivos  en un 44,4% y — 

ambos nega tivos  en 33,3%. Encontramos un 25,7% de d isco rd an ­

c ia ,  re p a r t id o s  en fenotipos RE+ RPg- o RE- RPg+. Este ú l t i ­

mo fenotipo lo encontramos con menor f recu en c ia .

Cuando analizam os los da tos  de la  l i t e r a tu r a ,  los 

re su l tad o s  en cuánto  a d is tr ib u c ió n  de fenotipos, r e su l ta n  simi­

la re s  en ca s i  todas  la s  se r ies  p u b l ic a d a s .
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FISHER (102) hace la  d is tr ib u c ió n  en mujeres de 

menos de 5 0  años y más de 5 0  años , y sus re su ltad o s  también 

coinciden con los n u es tro s ,  exceptuando el grupos con RE- RPg+. 

El en cu en tra  en este fenotipo una in c id en c ia  mayor (12%) que 

la  m ayoría  de au to re s ,  que en cu en tran  ta n  sólo de un 3 - 5 %.

En n ues tro  es tud io  encontramos un 6,7% de los tumores con e£ 

te fenotipo.

De acuerdo  con el concepto a c tu a l  de que los RPg 

son el p roducto  f in a l  de la  estim ulación  es tro g én ica ,  estos — 

h a llazg o s  de d isc o rd a n c ia  encontrados p o d r ía n  a t r ib u i r s e  a 

e rro re s  metodológicos. Sin embargo, la  p re sen c ia  cons tan te  en 

todas  la s  se r ie s ,  de algunos p ac ien tes  con t a l  d isco rd an c ia  en 

sus tum ores, hace p e n s a r  que no son e r ro re s  técnicos, s ino que 

pueden e x i s t i r  o t ra s  razones que lo ex p liq u en .

OSBORNE (101) a n a l iz a  los datos de v a r ia s  in s t i tu — 

ciones en cuán to  a fenotipos de RE y RPg y los co rre lac io n a  con 

la  re sp u e s ta  tum oral a un tra tam ien to  endocrino. Comprueba que 

aquellos  tumores RE- RPg- son normalmente horm onoindependien- 

tes  y responden infrecuentem ente a la  te ra p e ú t ic a  end o cr in a .

Una a l t a  proporción de re sp u e s ta s  (77%) se observa  

en los tumores RE+ RPg+ comprobando la  v a lid ez  de la  h ipó te­

sis  de que los RPg+ son un m arcador de la  dependencia  endocrj_ 

n a .
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Sin em bargo, el g rupo RE+ RPg- a los que c a b r ía  suponer que 

n in g u n a  p ac ien tes  respond iese , lo hacen  en un 28%. V arias  po 

s ib i l id a d e s  se han  dado p a r a  e x p l ic a r  este  fenómeno. En la s  

p ac ien tes  postm enopaúsicas que la  c a n t id a d  de estrógenos c i r ­

cu lan te s  fuese in su f ic ien te  p a ra  s in te t i z a r  el recep tor de pro 

g es te ro n a .  DEGENSHE1N (220) e s tu d ia  el efecto del tra tam ien to  

d u ra n te  t re s  d ías  an tes  de la  b io p s ia  con DES y encu en tra  que 

tumores que ten ían  este fenotipo p a s a n  a ser  RE+ RPg+.

SAEZ (111) sug iere  que los n ive les  c irc u la n te s  de 

estrógenos en la s  p ac ien tes  postm enopaúsicas son su fic ien tes  -  

p a r a  e s tim u la r  los RE y RPg cuando los receptores de e s tró  

geno son func iona les ,  y que los n ive les  de estrógenos c i rc u ­

la n te s ,  de origen  a d re n a l ,  en la s  p ac ien tes  postm enopaúsicas 

son s im ila res  a l  e s tra d io l  c i rc u la n te  d u ra n te  la  fase fo licu— 

l a r  del ciclo  m enstrua l en la s  p ac ien tes  p rem enopaúsicas .

El mismo a n a l iz a  la  ca u sa  de este fenotipo RE+ RPg- 

en la s  pac ien tes  prem enopaúsicas y observa  que los a l to s  n iv e ­

les de p rogeste rona  endógena d u ra n te  la  fase  lu te ín ica  del c i ­

clo m enstrua l p o d r ía n  en m ascara r  los s it io s  recep tores  o in h ib i r  

la  s ín te s is  de RPg re su l tan d o  un ensayo  RPg fa lsam ente n e g a t i ­

vo.

MARTIN y cois (113) en cu en tran  que en el g rupo  de 

edad  de 50-60 años tiene  una a l ta  in c id en c ia  de RE+ RPg- y ob 

se rva  que es el g rupo  perim enopaúsico. Es b ien conocido que -
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el es tado  endocrino m uestra a p re c ia b le s  v a r iac io n es  de los n i ­

veles de estrógeno y p rogesterona  d u ra n te  este  período , r e s u l ta  

do de una  in ad ecu ad a  función del cuerpo  lú teo , y p ien sa  que 

un tumor que contiene RE y no RPg puede no ser debido a la  

desd iferenciac ión  del tumor, sino a cambios en el es tado  h o r­

monal del huésped.

Cuando se a n a l iz a  el fenotipo RE- RPg+ que a p a r ^  

ce con mayor frecuenc ia  en p ac ien tes  p rem enopaúsicas , tam bién 

se ha comprobado que el índice  de re sp u e s ta s  es de un 53%. Un

t ra b a jo  rec ien te  de HORWITZ ( 2 3 0 ) sobre una l ín ea  c e l u l a r ----

(T 47D) ob ten ida  de cáncer  de mama humano, sug ie re  que estos 

tumores pueden ca rece r  de RE citoplásm ico , pero si con tener 

RE n u c le a re s ,  responsab les  de la  s ín te s is  de RPg. Si esto fue­

se a s í ,  es ta ríam os an te  la  p resen c ia  de un tipo  p a r t i c u la r  de 

tumores hormonodependientes.

O tras h ipó tes is  se han  dado  p a r a  e x p l ic a r  la  ausen  

c ia  de RE citoplásm icos en p resen c ia  de RPg; por ejemplo, la  

s a tu ra c ió n  de los RE citoplásm icos por la s  t a s a s  e lev ad as  de 

estrógenos c irc u la n te s  en el caso de mujeres p rem enopaúsicas .

Tras el a n á l i s i s  de todos estos fenotipos d isc o rd a n ­

tes que aparecen  en la  m ayoría de la s  se r ies  también se puede 

p e n sa r  que la  h ipó tes is  de que los RPg son la  expresión  de un 

mecanismo in tac to  de los RE, sea im perfecta  y la  s ín te s is  de 

RPg pueda no e s ta r  ta n  intimamente l ig a d a  a l  proceso de c re ­

cimiento tum oral y no ser  un p re d ic to r  seguro  en todos los — 

casos de la  hormonodependencia de un tumor.
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Relación en tre  n ive les  de RE y F recuencia  de ap a r ic ió n  de R Pg.-

La d is tr ib u c ió n  de RPg pos itivos  con respecto  a los 

n ive les  de RE en n ues tro  es tud io  su g ie ren  que en tre  ambos re ­

ceptores ex is ten  in te r re la c io n e s .  La frecuenc ia  de en co n tra r  RPg 

positivos  aum enta conforme los n iv e les  de RE se e lev an .  Cuando 

éstos fueron mayores de 100 fmoles/mg. se encon traron  RPg posj_ 

tivos en un 85,7%. En cambio cuando  el n ive l  de RE fué menor 

de 3  fm oles/m g., t a n  sólo se encon tra ron  1 3 % de los tumores -  

con RPg p o s it iv o s .

Con estos re su l tad o s  vemos que la  p ro b a b i l id a d  de 

en c o n tra r  RPg pos itivos  increm enta , según aum enta el n ive l de 

RE.

Estos h a llazg o s  p a recen  c o r ra b o ra r  la  h ipó tes is  de 

que la  producción  de RPg en la s  c é lu la s  de cán cer  de mama 

es el producto  f in a l  de una cadena  de pasos bioquímicos re g u ­

lados  por los es trógenos, y por tan to  RPg p o d r ía  se r  un m ar­

cador de un s istem a funcionalmente in tac to  de RE.

Se puede p la n te a r  la  cuestión  de que si ambas de­

term inaciones son n e c e sa r ia s  p a r a  in d ic a r  la  hormonodependencia
i

de un tumor, o si con sólo los n ive les  c u a n t i ta t iv o s  de RE es 

su fic ien te ,  ya  que los RPg pueden se r  un m arcador de aque— 

líos tumores con contenido a lto  de RE.

McGUIRE y cois. (96) r e a l iz a n  un ensayo con 65 -  

pac ien tes  conociendo los n ive les  de RE y RPg y o b servan  que



-199-

los RPg positivos  son un mejor d isc r im ian te  p a r a  la  re sp u es ta  

ob je tiv a  que s i se u t i l iz a n  sólo los v a lo re s  c u a n t i ta t iv o s  de RE. 

Ochenta por cien de la s  pac ien tes  con RE+ RPg+ respondieron  -  

objetivam ente a la  te ra p é u t ic a  hormonal, en co n tra s te  a só la— 

mente 63% de a q u e l la s  pac ien tes  en que el contenido de RE fue 

más de 100 fmoles/mg. Lo cu á l  es un argum ento a favor de la  

medida de ambos recep to res .

RE y RPg según el es tado  menopaúsico.

En nues tro  es tudio  los tumores de la s  pac ien tes  p re ­

m enopaúsicas con ten ían  bajos n ive les  de RE en co n tras te  con los 

tumores de la s  p ac ien tes  postm enopaúsicas . Y la  misma re lac ión  

encontramos cuando analizam os la  d is tr ib u c ió n  de RE positivos 

en ambos g ru p o s .

La frecuenc ia  de tumores RPg positivos  fue s im ila r  

en ambos grupos menopaúsicos. Los n ive les  de RPg fueron l ig e ra  

mente sup erio res  en la  p rem enopausia , aunque e s ta s  d ife ren c ias  

no fueron s ig n i f ic a t iv a s .

Nuestros re su ltad o s  coinciden con la  m ayoría de los 

p ub licados  por otros a u to re s ,  cuando a n a l iz a n  el es tado  meno— 

p aús ico , s in  dependencia  de la  ed ad .

Aunque son pocos los au to res  que han  es tud iado  los 

n ive les  de RPg en re lac ión  con el es tado  menopaúsico, la  mayo­

r ía  no en cu en tran  que e x is ta  re lac ión  con é l ,  cuando se e s tu d ia
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independ ien te  de la  edad  (101-103, 1 0 5 ).

SAEZ (231) encuen tra  una  frecuenc ia  de RE y RPg 

aproxim adam ente ig u a l  en pre  y postm enopaúsicas . No obstan  

te s eñ a la  que el contenido de Re es mucho más a lto  en la s  

mujeres postm enopaúsicas .

Como los RPg pueden se r  considerados como un mar 

cador de la  acción es trógen ica  estos re su l tad o s  en cuánto  a 

d is t r ib u c ió n  de RE y RPg p o d r ía n  in d ic a r  que la  expresión  de 

la  acción e s tro g é n ic a ,  como es la  s ín te s is  de RPg en estos dos 

g rupos es id é n t ic a ,  pero que la  a p a r ic ió n  de RE en el citosol 

de la s  p ac ien te s  p rem enopaúsicas es menor.

Esta h ipó tes is  es co rro b o rad a  por los h a llazg o s  de 

DeSOMBRE (232) que m uestra  que en p ac ien te s  p rem enopaúsicas  

con b a ja s  concen traciones  de RE, el índ ice  de re sp u es ta  a una 

te ra p e ú t ic a  endo crin a  es más e levado que en postm enopaúsicas .

In c id en c ia  y n iv e les  de RE y RPg en re lac ió n  con la  ed ad .

En n u es tro  es tudio  cuando  la  edad  de la s  p ac ien tes  

se co rre lac ionó  con el po rcen ta je  de RE positivos  se encontró que 

aum entaba  con la  ed ad .  En cambio, no se encontró  n in g u n a  re ­

lación  en cuán to  a la  inc idenc ia  de RPg positivos  en los d is t in  

tos grupos de e d ad .

La proporción  de tumores con n ive les  de RE mayores 

de 1 0  fmoles/mg. ó más aumenta en c a d a  década  de v id a ,  desde
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la s  mujeres más jóvenes a la s  de más e d ad .  En cuánto  a los 

v a lo res  de RPg. estos permanecen más o menos e s ta b le s  en to 

d as  la s  decadas  de v id a ,  exceptuando el g rupo  de p ac ien tes  

de menos de 40 años, que pensamos que no es v a lo ra b le ,  dado 

el escaso número que comprende.

Estos ha llazg o s  in d ican  que la  expresión  de un tu ­

mor en cuan to  a RE se co rre lac iona  con la  edad  y que la s  p a ­

c ien tes  de mayor edad  tienen  más a lto  contenido de RE, es tando  

n ues tro s  re su l tad o s  de acuerdo con los h a llazg o s  de otros au to ­

res  ( 101-102, 105,113-114).

ELWOD y GODOLPHIN (238) en cu en tran  sin  embargo -  

una  disminución de RE en el g rupo  de pac ien tes  de más de 75 

años, lo que no ha sido observado  por el resto  de in v e s t ig a d o ­

re s .

La m ayoría  de es tud ios  p rev ios  han  comunicado que 

la s  mujeres postm enopaúsicas tienen  a l t a s  concentraciones de 

RE en com paración con la s  mujeres p rem enopaúsicas . Sin embargo, 

la s  re lac iones  en tre  edad  y n ive les  de RE no es tá n  ta n  c l a r a s .

BIRD y cois (234) o b servan  que la  proporción de — 

m uestras  p o s it iv a s  no increm enta con la  e d ad ,  pero si la  media 

en cuán to  a contenido de RE.

LESSER y cois (235) se ñ a la n  un s ig n if ica t iv o  in c re ­

mento de RE con la  edad  en tre  mujeres postm enopaúsicas pero' 

no en tre  pac ien tes  p rem enopaúsicas .

Además ex isten  d isc re p a n c ia s  o co n tro v ers ia s  sobfg
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cu á l  es la  cau sa  que puede p ro d u c ir  la s  d ife ren c ia s  o b se rv ad as  ' 

en cuan to  a d is tr ib u c ió n  de RE y RPg en tre  la s  p ac ien te s  p re  y 

postm enopaúsicas y en tre  la s  p ac ien tes  con d ife ren te  ed ad .

Diversos au to res  (111,114) sug ie ren  que la s  d ife ren  

c ia s  o b se rv a d a s  en cuán to  a d is t r ib u c ió n  de RE y RPg en tre  p re  

y postm enopaúsicas puede meramente r e f le ja r  d ife ren c ia s  en la s  

f luc tuac iones  hormonales. Y que el contenido de recep to res  e s te -  

roideos en un cáncer  de mama podrfa  se r  modulado por la s  hormo 

ñ as  c i r c u la n te s .

Otros (112,233) en cambio, op inan  que el po rcen ta je  

su p e r io r  de RE que se observa en la s  postm enopaúsicas  se debe 

a su mayor ed ad .

Una de la s  exp licaciones  que se han  dado  de porqué 

la s  pac ien tes  más jóvenes tienen  v a lo re s  más bajos  de RE, es -  

que la s  pac ien tes  p rem enopaúsicas  t ienen  a ltos  n iv e les  de es tró ­

genos c i rc u la n te s  que po d rían  u n irse  a l  recep to r  hac iendo  que 

éstos no fu e ran  medibles por la s  técn icas  de r u t in a .  Apoyando 

e s ta  h ipó tesis  SARR1F (151) observa  que aquellos  tumores -  -  -  

RE- RPg+ tra tá n d o lo s  con d ex trano  se transfo rm an  en RE+ RPg+.

Diversos au to res  (75,114) ob se rv an  que a l to s  n iv e ­

les de hormona endógena dá  lu g a r  a ba jo s  n ive les  de RE.

NAGAI (236) en cambio, en cu en tra  que los n ive les  

de e s tra d io l  en el citosol no se correlaciona con los n ive les  

de estrógeno en p lasm a. F1SHAMAN y cois (237) midiendo simul^ 

táneam ente  RE y n ive les  de e s tra d io l  en el citosol no encuen­

t r a n  re lac ión  en tre  a ltos  n ive les  de estrógeno y contenido  ba
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jo de RE.

Este último au to r  concluye que la  p resen c ia  de e s tró -  

genos endógenos no dá lu g a r  a la  a p a r ic ió n  de RE fa lsos  n eg a­

t iv o s .

Por o tra  p a r te  SAEZ (231) su g ie re  que los a ltos  n iv e ­

les de p roges te rona  endógena en la s  p ac ien te s  prem enopaúsicas  

pueden l im i ta r  la  estim ulación y la  s ín te s is  de RE y observa  -  

que la s  p r in c ip a le s  d ife ren c ias  en cu an to  a contenido de rece£  

to res  o b se rv a d a s  en tre  p ac ien tes  jóvenes y m ayores, e s tá  en re 

lac ión  a los recep to res  de es trógeno , y lo a t r ib u y e  a que des­

pués de la  m enopausia  el n iv e l  medio de estrógenos p lasm áticos  

es s im ila r  a l  e s tra d io l  d u ra n te  la  fase  fo l ic u la r ,  y se p ien sa  

que es su fic ien te  p a r a  e s tim u la r  d ire c ta  o ind irec tam ente  a los 

RE. Pero e s ta  estim ulación  no se e v ita  n i f ren a  por el efecto 

de la  p ro g es te ro n a ,  ya  que los n ive les  p lasm áticos  de é s ta  pe£ 

manecen b a jo s ,  y concluye que e s ta  es la  razón por la  que se 

observa  mayor n iv e l  de RE en la s  p ac ien te s  postm enopaúsicas .

HOLDAWAY y cois (238) su g ie ren  que el incremento 

de RE positivos  con la  edad  p o d r ía n  r e s u l ta n  de un proceso de 

"hom eostasis" en el que los recep to res  aum entan an te  la  defi— 

cienc ia  de es trógenos .

Otros au to re s  op inan  que el p o rcen ta je  de RE supe­

r io r  que se observa  en la s  postm enopaúsicas se debe a su ma­

yor ed ad ,  y no a l  es tado  menopaúsico.

ELWOOD y G0D0LPH1N (238) y CLARK (112,233) sugie
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ren  que la s  d ife re n c ia s  en cuánto  a contenido de Re en los 

d ife ren tes  g rupos de ed ad , no es p ro b ab le  que se deban a -  

simples d ife ren c ia s  en la  concen tración  de e s tra d io l  c i rc u la n  

te o en te jido  y a su efecto de sa tu ra c ió n  de recep to res .

Estos au to res  en su es tu d io , a n a l iz a n  el es tado  

menopaúsico y edad  de la s  p ac ien tes  conjuntam ente p a r a  dete£ 

m inar su in f lu en c ia  en cuán to  a la  p o s ib i l id a d  de en co n tra r  

recep tores  y e s tu d ia r  cu á l  de los dos fac to res  in fluye  en el e£ 

tado  del recep to r  en el tumor.

Sus da tos  dem uestran que no ex is ten  d ife ren c ias  en 

cuan to  a contenido de RE en tre  p re  y postm enopaúsicas de la  

misma ed ad ; esto  p o d r ía  ser un argum ento en con tra  de lo a n t£  

r io r .

ALLEGRA (239) y MARTIN (113) en un es tud io  s im ila r  

a l  que r e a l iz a n  los au to res  a n te r io re s ,  encu en tran  que la  edad  

no t iene  efecto den tro  de la s  c a te g o r ía s  m enopaúsicas. Sin emba£ 

go el tam año de la  m uestra  en ambos es tud ios  fue pequeña p a r a  

v a lo r a r  ta le s  com paraciones en tre  p re  y postm enopaúsicas de la  

misma e d ad .

FISHER (133) encu en tra  u n a  fuere corre lac ión  en tre  

los RE y la  e d a d ,  y una déb il  co rre lac ió n  con el es tado  meno­

paúsico  en un g rupo  de 178 p a c ie n te s .

BERTUZZI y cois (240) e n cu en tran  que la  a c t iv id a d  

p ro l i f e ra t iv a  de los tumores de p ac ien te s  con el mismo es tado  

menopaúsico fue más a l t a  en los tumores RE negativos  que en
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los RE p o s it iv o s .

La a c t iv id a d  p ro l i f e ra t iv a  decrece desde la  premeno- 

p a u s ia  h a s ta  la  postm enopausia en ambos RE positivos  y RE ne 

g a t iv o s .

MEYER y cois (137) han  sugerido  que un tipo  de c á n ­

cer de mama, c a ra c te r iz a d o  por r á p id a  p ro life rac ió n  y ba jo  con­

ten ido  de RE ocurre  predom inantemente en mujeres jóvenes; por 

el c o n tra r io  en la s  mujeres mayores es más frecuen te  la  ex isten  

c ia  de tumores con una pequeña p ro life rac ió n  c e lu la r  y a l to  — 

contenido de RE.

Con lo cu a l  estos p o d r ía n  se r  otros de los fac to res  

que con tr ibuyen  a la  re lac ión  in v e rsa  ex is ten te  en tre  recepto­

res  de estrógenos y edad  de la s  p a c ie n te s .  La edad  puede ju g a r  

un p ap e l  de term inan te  en la  p ro life rac ió n  c e lu la r  del cán cer  de 

mama.

Existen  pocos t ra b a jo s  que in v es tig u en  la s  re lac iones  

en tre  RPg y edad  de la s  p ac ien tes  y todos ellos concluyen que 

no ex is ten  re lac iones  en tre  e llos .

CLARK (112) coincide con todos los au to re s ,  cuando

a n a l iz a  por se p a rad o  la  edad  y los RPg no encontrando  n in g u n a  
«

re lac ión  en tre  e llos . Sin embargo, cuando  compara mujeres p re  y 

postm enopaúsicas  de la  misma ed ad ,  en cu en tra  un mayor porcen­

ta je  de RPg positivos  en la s  pac ien tes  p rem enopaúsicas , a s í  como 

un mayor n ive l  de recep to r ,  y además den tro  de este  g rupo  de 

p ac ien tes  encu en tra  que aum entan con la  e d ad .  La exp licación



-205-

p a r a  este incremento de los RPg en la s  mujeres prem enopaú-

s ica s  por encima de los 40 años no e s tá  c la ro .  Pero estos —

au to res  concluyen que no es p robab le  que la  re lac ió n  obse rv ad a  

sea simplemente el re su l tad o  de la  d ife ren c ia  en l a  concen tra ­

ción de p ro g es te ro n a  c irc u la n te  y la  consigu ien te  s a tu ra c ió n  de 

los s it io s  del recep to r .

RE y RPg según la  fase  del ciclo  m e n s t ru a l .

SAEZ (231) sug ie re  que en mujeres p rem enopaúsicas 

los a ltos  n ive les  de p rogeste rona  pueden in h ib i r  los RPg, y que 

la  concen tración  de RPg en mujeres p rem enopaúsicas  puede depen 

der  de la  fase  del ciclo  en que se encuen tren  en el momento en

que se obtiene la  b io p s ia .

Nosotros en nuestro  estud io  investigam os la s  re lac io  

nes en tre  la  fa se  del ciclo m enstrua l en que se en co n trab an  la s  

pac ien tes  en el momento de la  mastectomía y el p o rcen ta je  de 

Re y RPg encon trado  en sus tumores.

Los v a lo re s  de RE y RPg pos itivos  no v a r ia ro n  s i£
✓

n if ica tivam en te  en n inguno  de los periodos cons id e rad o s .  Pero 

se encontró un mayor po rcen ta je  de RPg positivos en a q u e l la s  

pac ien tes  que fueron  in te rv e n id a s  en los prim eros d ía s  del c i­

clo m en stru a l .  Este porcen ta je  de p o s i t iv id a d  fue dism inuyendo 

en la s  s ig u ien te s  fases  del c ic lo . Pero la s  d ife ren c ia s  no son 

s ig n i f ic a t iv a s .

Esto puede in d ic a r  que los RPg increm entan  de —
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acuerdo  a l  aumento de n iveles  de estrógeno , que en los p rim e­

ros d ía s  del ciclo m enstrua l son más e levados .

En nues tro  es tud io , los re su l ta d o s  en cuánto  a d i ­

fe ren c ias  de RPg positivos  en los d iversos  períodos del cic lo  -  

m enstrua l  no se encu en tran  ta n  c la ram en te  d is t r ib u id o s  como -  

ha  señ a lad o  SAEZ (231).

Este mismo au to r ,  cuando  determ ina los n ive les  de

p rogeste rona  en p lasm a, en cu en tra  que los RPg dism inuyen —

cuando los n ive les  de p rogeste rona  se en cu en tran  e levados .  

También o bserva  que los n ive les  de estrógeno en p ac ien tes  — 

prem enopaúsicas  pueden in f lu i r  en la  p o s i t iv id a d  de RPg y -  

que a menor n ive l  de e s t ra d io l ,  menor proporción de RPg po­

s i t iv o s .

RE y RPg en re lac ión  con el tam año tum oral

Al ig u a l  que la  mayoría de au to res  (121-124), no 

encontramos d ife ren c ia s  s ig n if ic a t iv a s  en cuán to  a tam año tu  

moral y contenido de recep to res . Si b ien  en nuestro  es tu d io , 

s in  se r  s ig n if ic a t iv o ,  observamos una  l ig e ra  disminución de 

recep to res  en aquellos  tumores mayores de 5 cm. sobre todo 

en cuán to  a contenido de RPg.

Por el c o n tra r io ,  a lgunos au to res  (112, 120, 238)

e n cu en tran  una  tendenc ia  en los tumores g ra n d e s  a se r  RE y

RPg n eg a tiv o s .  Esto p o d ría  e x p l ic a rse  porque los tumores — 

grandes  pueden e s ta r  necrosados y la  toma de b io p s ia ,  c a re  

cer de recep tores  o ser  in d ica t iv o  de enferm edad más agresi_ 

v a ,  o lo que es lo mismo, de un tumor más in d ife ren c iad o  o 

con mayor fracción  de crecim iento.
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RE y RPg en re lac ión  con el número de g an g lio s  in f i l t r a d o s .

El es tado  de los g an g lio s  a x i la r e s  tiene  un a lto  -  

v a lo r  p re d ic t iv o  p a r a  el in te rv a lo  l ib re  de enfermedad y la  -  

su p e rv iv en c ia  del p ac ien te  con c án ce r  de mama, por lo que -  

p o d r ía  p e n sa rse  que e x is t ie ra n  co rre lac iones  en tre  ambos RE 

Y RPg Y el e s tado  de los g an g lio s  a x i l a r e s .

N uestras  observaciones  son que n i RE n i RPg se -  

re lac io n an  con el número de g an g lio s  a x i la r e s  pos it ivos .  Es— 

tos re su l ta d o s  tam bién han  sido ap o r tad o s  por otros in v e s t ig a  

dores (102, 112, 241), por lo que se puede conc lu ir  que: 

l 9) El contenido de recep tores  en el tumor no es p red ic tiv o  — 

del g ra d o  de afectación  a x i l a r .

29) Que el número de g an g lio s  in f i l t r a d o s  no p red ice  el es tado  

de recep to r  en el tumor.

Por ta n to ,  a l  ser  según el re su l ta d o  de g ran d es  s£ 

r ie s ,  e s ta s  dos v a r ia b le s  p ronosticas  indep en d ien tes ,  se p o d r ía  

su g e r i r  que , ta n to  el es tado  de los g an g lio s  a x i la r e s  como el 

contenido de RE y RPg en un tumor, p o d r ía n  u t i l iz a r s e  en com 

b inac ión  p a r a  e s t r a t i f i c a r  a la s  p ac ien te s  en los ensayos c l í ­

n icos.

V ariación in tra tu m o ra l  en el contenido de RE.

La c a u sa  por la  que un c ie r to  número de p ac ien ­

tes  RE positivos  f ra c a se n  a l  t ra ta m ie n to ,  a s í  como el q u e ----

c ier tos  tumores RE negativos  respondan  a l  mismo, no e s t á ----

a c la r a d a .  Según la  exper ienc ia  de d is t in to s  a u to re s ,  una  ex -
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p licac ión  a estos hechos e s ta r ía  en la  v a r i a b i l i d a d  en el con ten i­

do c e lu la r  de recep tores  en la s  d iv e rsa s  p a r te s  de un mismo tu ----

mor y ,  es por lo que nosotros, hemos in v e s t ig a d o  la  v a r ia c ió n  in -  

t ra tu m o ra l  en contenido de receptores  de estrógeno en un grupo  de 

tumores de mama.

Nuestros re su ltad o s  apoyan  el concepto de que los tumo 

res  de mama son heterogéneos en cuán to  a su contenido de cé lu las  

RE p o s i t iv a s  y n e g a t iv a s  a la  vez.

La determ inación de RE en cortes  h isto lógicos u t i l i z a n ­

do técn icas  de h istoqu im ia  e inm unocitoquim ia, su g ie ren  que la  ma 

y o r ía  de tumores e s tá n  compuestos por elementos no tum orales  y c¿ 

lu la s  tum orales  RE p o s it iv a s  y RE n e g a t iv a s  s im u l tá n e a lm e n te ------

(242-243).

E xisten  estudios que han  in ten tad o  c o r re la c io n a r  la  va  

r ia b i l i d a d  en el contenido de recep tores  hormonales en d is t in ta s  -  

p a r te s  de un mismo tumor con la  d ife ren te  composición c e lu la r  de 

la s  porciones e s tu d ia d a s ,  sobre todo, en lo que se re f ie re  a den­

s id a d  de c é lu la s  tum orales , esc lerosis  e in f i l t r a d o  l i n f o c i t a r i o ----

(145, 244). Otros au to res  (133, 146), su g ie ren  que la  p re sen c ia  o 

a u sen c ia  de RE no es tá  re la c io n a d a  con el número de c é lu la s  tu ­

morales en la  m uestra  e s tu d ia d a ,  ya que observan  a p e s a r  de — 

e x is t i r  una  homogeneidad en el contenido de la  c e lu la r id a d  tumo- 

r a l  de la s  m u es tras ,  una  e lev ad a  v a r ia c ió n  reg io n a l  en cuán to  a l  

contenido de recep tores  hormonales.

No ex is te  acuerdo  según los datos  de la  l i t e r a tu r a  so­

b re  que porción de un mismo tumor es más r ic a  en RE, el centro  

o la  p e r i f e r ia .  DAVIS (146) encuen tra  un mayor contenido en RE
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en el cen tro  del tumor que en la  p e r i f e r ia ,  m ien tras  que SILFVERS- 

WARD (145) encu en tra  va lo res  de RE progresivam ente  mayores desde 

el cen tro  a la  p e r i f e r ia .  Las p iezas  tum orales e s tu d ia d a s  en ambos 

t r a b a jo s  d if ie ren  en el tamaño tum ora l.  El segundo au to r  u t i l i z a  -  

tumores de g ra n  tam año en los que encu en tra  esc le ros is  c e n t r a l  en 

un 50% de la s  m u es tra s ,  pudiendo se r  é s ta  la  razón de t a l  d isco r­

d ia .

Ha sido v a lo rad o  tam bién el hecho de que la s  v a r ia c io ­

nes c u a n t i t a t iv a s  en v a r ia s  m uestras  de un mismo tumor sean  secun 

d a r i a s  a un e r ro r  metodológico. El n ive l de v a r ia c ió n  in t ra e n sa y o  

en la  técn ica  u t i l iz a d a  no ju s t i f ic a  la  ex is ten c ia  de re su l ta d o s  ta n  

d isp a re s  p a r a  un mismo tumor, l legando  incluso  en a lgunos casos 

a m odificar c u a l i ta t iv a m e n te  la  c la s if icac ió n  de un tumor en RE po 

s it iv o  o neg a tiv o .

En n u es tro  caso , en los tumores con RE postivos en am­

b as  m uestras  la s  v a r ia c io n e s  de n ive l  de los mismos, sólo llegó  a 

se r  l lam ativ o  en dos p a c ien te s .  Otros au to res  han  encontrado  d ife ­

r e n c ia s  más l la m a tiv a s  en un mayor po rcen ta je  de tum ores, l le g a n ­

do h a s ta  un 40% (143, 245).

Aunque la  d isco rd an c ia  h a l la d a  en nues tro  es tud io  es 

g lobalm ente de un 27,5% a l  e s tu d ia r  dos á re a s  de un mismo tum or, 

es de d e s ta c a r  que ta n  sólo en un 6,9% encontramos una d isco rd an  

c ia  mayor en tre  l a s  m uestras .  Esto v iene a s ig n if ic a r  que en más 

del 90% de los casos podemos ten e r  la  s e g u r id a d  de que el e s tud io  

de una  sólo m uestra  puede c o n s id e ra rse  v á l id o  p a r a  d e te rm in a r  el 

es tado  del recep to r  y d e f in ir  o no el tumor como hormonodependien 

te .
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Aunque la  determ inación de recep tores  en d is t in to s  lu ­

g a re s  del tumor perm ita  una aproxim ación más ex ca ta  a la s  c a ra £  

te r í s t i c a s  hormonales del mismo, no ex is te  aún  una  c la r a  ev iden­

c ia  de su u t i l id a d  c l ín ic a  .

RE y RPg en re lac ión  a la  p rogres ión  de en ferm edad .

En nues tro  es tud io , un g rupo  de 137 pac ien tes  con es­

tad io  1, II y I I I  de cáncer  de mama, t r a s  la  mastectomía, e n t r a ­

ron en protocolo de tra tam ien to  a d y u v a n te  con qu im io terap ia  + ho£ 

m onoterap ia . En todas e l la s  se conocía el es tado  de RE y RPg en 

sus tum ores.

T ras  un seguimiento medio de 19 meses, se observó que 

en 11 p ac ien tes  se h a b ía  producido p rog res ión  de enferm edad. Ana­

l izando  en que g rupo  en cuánto  a l  es tado  de RE y RPg se h a b ía  -  

producido  la s  r e c a íd a s ,  se observó que:

En el grupo con RE n e g a tiv o s ,  la  re c a íd a  se observó en 

un 12,24% de la s  p a c ien te s ,  en cambio en aque l con RE positivos  se 

p rodujo  en un 5,6%. Aunque e s ta s  d ife re n c ia s  no son s ig n i f ic a t iv a s ,  

se observa  la  mayor tendencia  a re c a e r  en el g rupo  con RE negati_ 

vos.

Cuando analizam os a la s  p ac ien te s  en función del e s ta ­

do de RPg en sus tumores, observamos que la s  r e c a íd a s  se p rodu­

jeron  con mayor frecuenc ia  en el g rupo  RPg n eg a tiv o , 14,7% en — 

c o n tra s te  a l  2,6% que se observaron  en el g rupo  con RPg positivo

Estas  d ife ren c ias  si que re su l ta ro n  es tad ís t icam en te  — 

s ig n i f ic a t iv a s .
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Si analizam os conjuntam ente ambos receptores en un 

mismo tumor y la  frecuenc ia  de r e c a íd a s ,  observamos que é s ta s  

se p rodu je ron  fundam entalm ente en los fenotivos RE y RPG n eg a ­

tivos  y en RE nega tiv o s  y RPg n eg a tiv o s .

Además, la s  pac ien tes  que recayeron  en el g rupo  con 

ambos recep to res  n eg a tiv o s ,  la  r e c a íd a  se produjo  mucho más — 

precozmente que en a q u e l la s  pac ien tes  que tam bién recayeron  p£ 

ro que e ra n  recep to r  positivo .

Por ta n to ,  a p e s a r  del corto tiempo de seguimiento y , 

aunque  no podemos s a c a r  conclusiones a este  respec to , es de se­

ñ a l a r  que en el g rupo  de p ac ien tes  con recep tores  de p roges te ro ­

na  n eg a tiv o s ,  r e g is t ró  la  mayor frecuenc ia  de r e c a íd a s .

La m ayorías  de au to res  han  demostrado que la s  pac ien  

tes  con RE positivos  tienen  un mayor in te rv a lo  l ib re  de enferme­

dad  y su p e rv iv e n c ia  que a u q e l la s  con tumores que carecen  de los 

mismos.

VALAGUSA (200) dem uestra  que p ac ien tes  con g an g lio s  

nega tiv o s  y RE n eg a tiv o s  tienen  un in te rv a lo  l ib re  de enferm edad 

s im ila r  a p ac ien tes  con g ang lio s  p o s it iv o s .

Existen co n tro v e rs ia s  en cu án to  a que los RE son in ­

d icado res  pronósticos dé la  r e c a íd a  d u ra n te  los prim eros años t r a s  

la  m astectom ía, pero  que éstos p ie rd en  e s ta  c u a l id a d  posteriorm en 

te .

BERTUZZI y cois (246) e n cu en tran  que los RPg fueron 

un mejor d isc r im in ad o r  de la  r e c u r re n c ia  p a r a  p ac ien tes  con g a n ­

glios  nega tivos  que los RE.
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PICHON y cois. (201) h an  demostrado que en el c a r ­

cinoma loca lizado  de mama, los RPg positivos  son un fac to r  de 

buen pronóstico , aún  en los casos que p resen ten  fac tores  desfa ­

v o ra b le s ,  ta le s  como gnag lio s  a x i la r e s  afectos, p rem en o p au sia ,e tc .

CLARCK y cois. (203) ob se rv an  que en p ac ien tes  con -  

e s tad io  II  de cáncer  de mama que rec ib ie ro n  te ra p e ú t ic a  ad y u v an  

te la  ex is ten c ia  de RPg fue más im portan te  que la  de RE como -  

p re d ic to ra  de una mayor su p erv iv en c ia  l ib re  de enferm edad. Ana 

l izando  d ife ren te s  fac to res  p ronósticos, ta le s  como tamaño tumo- 

r a l ,  a fec tac ión  a x i l a r  y t ra tam ien to  rec ib id o , solamente el número 

de g an g lio s  positivos y la  p resen c ia  de RPg, fueron s ig n i f ic a t i ­

vos en la  p red icción  de un mayor in te rv a lo  l ib re  de enferm edad.

No o b s tan te ,  se req u ie ren  la rg o s  períodos de seguimien 

to , p a r a  d e f in ir  mejor la  su p e r io r id a d  de los RPg sobre los RE 

en cuan to  a su in flu en c ia  en el p ronostico  de es ta  enferm edad, y 

solamente d iseñando  ensayos c lín icos  p rospectivos  que in c lu y an  

ambos RE y RPg. podrá  se r  posib le  e v a lu a r  la  u t i l id a d  de estos 

dos im portan tes  fac to res  pronósticos.



C O N C L  U S I O N E S
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CONCLUSIONES.

I 5. -  El coeficiente de v a r ia c ió n  observado  en nues­

t r a  técn ica  es b a jo .  Por e llo , y a p e s a r  de una mayor variabj^ 

l id a d  en los estudios de te jido  p u lv e r iz a d o  comparado con los 

re a l izad o s  en c itosol, como otros au to res  han  ap u n tad o ,  c ree­

mos que permite a d o p ta r  d icha  técn ica  como procedimiento ru  

t in a r io  de determ inación de recep tores  de estrógeno y proge£ 

te rona  en te jido  tum oral de mama.

2 - . -  La crioconservación  de la  m uestra  no in trodu  

ce d ife ren c ia s  s ig n if ic a t iv a s  en la  determ inación de recep tores  

horm onales. Las v a r iac io n es  in te r -e n sa y o  o b se rv ad as  en d ife— 

ren tes  condiciones no repercu ten  de forma s ig n if ic a t iv a  en el 

coeficiente de v a r ia c ió n  de la  té c n ic a .  La conservación , tan to  

a -809C como a -1909C, del p u lv e r iz ad o  no perm ite o b se rv a r  -  

d ife ren c ia s  s ig n if ic a t iv a s  d u ra n te  períodos de 60 d ía s  a l  menos, 

s iendo adem ás, una f u e n te  de te jido  homogéneo y un con tro l  posi_ 

tivo  ev en tu a l  d u ra n te  dicho período de tiempo.

3§. -  El ensayo monopuntual cons tituye  una aproxim a

ción ad ecu ad a  en m uestras  p eq u eñ as .  No o b s tan te ,  debe recomen

d a rse  el empleo de la  técn ica  s ta n d a rd  y r e s e r v a r  la  determ ina
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ción de receptores en concentración  ún ica  cuando no es posib le  

la  obtención de un espécimen adecuado .

4 a . -  La frecuenc ia  de recep to res  hormonales en los 

tumores localmente avanzados  e in flam ato rio s  e s tu d iad o s ,  es b a ­

j a ,  debido , q u iz á s ,  a c ie r ta s  c a r a c te r í s t i c a s  b io lóg icas ,  como su 

g ra n  in d ife renc iac ión  y fracción  de crecim iento e le v a d a ,  que ex­

p l ic a r ía n  su a g re s iv id a d  c l ín ic a .

5 a. -  La p resen c ia  de recep to res  en la s  m etás tas is  

es ligeram ente  in fe r io r  a la  en co n trad a  en los tumores loca liza  

dos. Tanto si se debe a una evolución n a tu r a l  del tumor, como 

si es consecuencia  de una selección c lona l condicionada por un 

determ inado tipo  de tra ta m ien to ,  debemos aco n se ja r  la  determ i­

nación  de receptores  hormonales en la s  m e tás ta s is  por su reco­

nocido v a lo r  pronóstico  y ' por que perm ite in d iv id u a l iz a r  la  

te ra p é u t ic a  a em plear en un pac ien te  concreto.

6 a . -  La inc idenc ia  y d is t r ib u c ió n  de RE y RPg en­

c o n tra d a s  en n u e s tra s  pac ien tes  p o r ta d o ra s  de tumores lo c a l i ­

zados de mama coinciden con los re su l ta d o s  obtenidos por — 

otros in v es t ig ad o res  siendo, en n u es tro  caso del 61,8% y 50,1%

RE y RPg positivos  respec tivam ente .

7a . -  Hemos encontrado una re lac ió n  d ire c ta  en tre  

los n ive les  de RE y la  p o s i t iv id a d  de RPg. Nuestros re su l tad o s  

su s te n ta n ,  pues ,  la  h ip ó tes is ,  según la  cu a l  los RPg son s in -
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te t izados  ba jo  la  in flu en c ia  de una  estim ulación  e s tro g én ica ,  

su g ir ien d o  una íntim a re lac ión  en tre  el comportamiento bioló­

g ico  de uno y otro.

8§. -  Del mismo modo que otros a u to re s ,  hemos encon­

t ra d o  una frecuencia  y n iveles  de RE superio res  en p ac ien tes  post^ 

m enopaúsicas, si bien éstos tam bién aum entan  con la  e d a d ,  inde­

pend ien te  del es tado  m enstrua l de la  p ac ie n te ,  m ien tras  que los 

recep tores  de RPg no han  mostrado e s ta s  d ife re n ic ia s .  Aunque -  

ex is te  una tendencia  a la  disminución de los n ive les  de RPg du 

r a n te  la  fase  lu te ín ic a  del ciclo m en s tru a l ,  según n ues tro  t r a b a  

jo , és ta  no ha sido s ig n if ic a t iv a  y no ha  ex is t ido  d ife ren c ia  en 

abso lu to  cuando  se han  es tu d iad o  los RE. Por e llo , no nos es -  

posib le  ap o y a r  una teo r ía  b a s a d a  en el es tado  m enstrua l que ex 

p l iq u e  la  p resen c ia  de receptores dependiendo de un c ie r to  clima 

hormonal. Así podríamos suponer que la  evolución y carac te r ís tj_  

cas  de un determ inado tumor depende más de fác tores  b iológicos, 

como la  edad  o el g rad o  de d ife renc iac ión  tum oral o fracc ión  de 

crecim iento , que de un determ inado am biente hormonal.

9 - . -  No ex iste  re lac ión  en tre  el es tado  hormonal de -  

un determ inado tumor en cuánto  a su tam año y extensión  g an g lio  

n a r .  Pensamos que todos ellos son fac to res  pronósticos indepen­

dien tes  y como ta le s  deben ser cons ide rados  a la  hora  de e s tr a  

t i f i c a r  a la s  p ac ien tes  p a r a  es tud ios  p rospec tivos .
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105. -  Nuestros re su l tad o s  apoyan  el concepto que 

los tumores de mama son heterogéneos en cuán to  a su contenido 

de c é lu la s  RE p o s it iv as  y n e g a t iv a s  a la  vez. Y esto p o d ría  ex 

p l ica rn o s  porqué algunos tumores cons ide rados  por el a n á l i s i s  

de recep to res  hormonodependientes, se comportan de forma d is ­

t in ta  a la  e sp e rad a  de acuerdo  a su s i tu ac ió n  hormonal.

11 La ausenc ia  de recep to res  de p rogesterona  en 

la s  n e o p la s ia s  de mama de nues tro  e s tu d io ,  se asoc ia  de forma 

s ig n i f ic a t iv a  con un aumento de la s  re c a íd a s  y ,  probablem ente 

con una disminución en el in te rv a lo  l ib re  de enferm edad. Aunque 

e s ta  tendenc ia  se ha observado  tam bién p a r a  los RE, é s ta  no ha 

re su l ta d o  se r  s ig n if ic a t iv a .

Por ta n to ,  la  determ inación de recep tores  hormonales 

de es trógeno y p rogesterona  en la s  p ac ien te s  p o r ta d o ra s  de neo­

p la s ia s  de mama constituye  una  técn ica  rep ro d u c ib le ,  seg u ra  y 

de g ra n  u t i l id a d  c l ín ic a ,  por lo que supone de fac to r  pronóstico, 

como ind icac ión  de una de term inada  te ra p é u t ic a  hormonal o no, 

y en el d iseño de protocolos de e s tud ios  p rospectivos y e s t r a t i ­

ficados que deseen contem plar con r ig o r  todos aquellos  facto res  

de im portancia  c l ín ic a  a la  hora de d is e ñ a r  un determ inado e^ 

quema te rap éu tico .
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