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INTRODUCCION.

El cdncer de mama es, sin duda alguna, el que con
mayor frecuencia padece la mujer en los paises occidentales. La
incidencia de esta neoplasia va aumentando en lugar de dismi-—-
numir. Aproximadamente, una de cada trece mujeres contraerd
esta enfermedad, que adoptard la forma diseminada metastdsica
en 60-70% de las pacientes, lo que indica la gravedad del pro-
ceso.

Para abordar esta fase avanzada de la enfermedad
se dispone bdsicamente de dos tipos de terapettica: la quimio-
terapia, mediante productos citotéxicos y la terapeutica hormo-

nal.

1.- BASES HISTORICAS DE LOS RECEPTORES HORMONALES ESTEROIDEOS.

La manipulacién empirica del sistema endocrino prece-
de en mds de 100 afios a una comprensidén racional de los meca-—-
nismos de accién hormonal.

Ya en 1835 COOPER (1) encuentra variaciones ciclicas
en el tamafio del cdncer de mama coincidiendo con las fases del

ciclo menstrual.



La introduccién de pautas endocrinas en el tratamien
to del cdncer de mama se remonta a finales del siglo pasado a
raiz de la observacién de BEATSON (2) quien comprobd que en —-
algunas ocasiones tras la ovariectomia se producia una clara re
gresién del tumor. Aunque esta experiencia tuvo lugar antes de
la individualizacién quimica de las hormonas sexuales el investi
gador ya sospechd que dicho procedimiento quiridrgico alteraba -

el medio hormonal en el cudl se desarrollaba el tumor.

En 1957 ELLIS (3) comprueba que la administracién -
de estrégenos a pacientes jovenes podfa'provocar un aumento del
tamafio tumoral y que, por el contrario, esta administracién se
seguia de una disminucién del crecimiento en las pacientes post-

menopausicas.

El aislamiento de las hormonas estrogénicas cristali-
nas de los ovarios de cerdas supuso un avance significativo. En
la era moderna de la terapia endocrina se extiende el concepto -
de que las hormonas pueden influir en el crecimiento del cdncer.
HUGGINS (4) muestra que la orquidectomia o la administracién de
estrégenos causa la regresién del cdncer prostdtico del perro. Es
te mismo autor, posteriormente comprueba que la adrenalectomia -
es efectiva después de la recaida tras la ooforectomia en pacien-
tes con cdncer de mama metastdsico (5). En 1967 este mismo autor
(6) refiere en una publicacién que: "el cdncer no es necesariamen
te auténomo, ni es obligada su perpetuacién de manera intrinseca.

Su crecimiento puede ser sostenido y propagado por la fun- --



cién hormonal en el huésped".

LUFT Y OLIVERCRONA (7) fueron los primeros que observa-
" ron que la hipofisectomia inducia remisiones similares a las obteni-
das por la ooforectomia y adrenalectomia en metdstasis por carcino-
ma de mama. Estos resultados fueron confirmados por otros autores

posteriormente (8).

A la luz de estos conocimientos se clasificaron los cdnce-
res de mama en hormonodependientes y hormonoindependientes, pero
no se disponia de una determinacién o prueba de laboratorio para
predecir cudl ser1'a> la sensibilidad de los mismos al tratamiento —-

hormonal.

El tratamiento endocrino farmacolégico o ablativo era efec
tivo sbélo en un tercio de todas las pacientes con cdncer de mama -
avanzado. Si a la imposibilidad de preveer la respuesta se afiade
el pequefio pero valorable potencial de morbilidad y mortalidad de
la ovariectomia o hipofisectomia, se comprende que rdpidamente se
pusieran en marcha una amplia gama de investigaciones encamina-
das a identificar cudles eran las causas que determinan la dispa-

ridad de respuestas.

GLASCOCK y HOEKSTRA (9) marcaron hexoestrol con tritio,
y usando esta hormona en cabras observaron que era concentrada

y retenida por o6rganos diana tales como el uUtero y vagina.

FOLCA (10) fu€ el primero en evidenciar la captacién es
trogénica por el tejido de cdncer de mama. Demostrdé que cuando -

se inyectaba hexoestrol marcado en pacientes que habian sido some



tidas a adrenalectomia ablativa por cdncer de mama, aquellas pa
cientes que respondian favorablemente a esta terapeiltica mostra——
ban una correlacién con una alta captacién de estrdgenos radioac

tivos por el tumor.

JENSEN y JACOBSON (11) hicieron una importante contribu
cién cuando utilizando estradiol marcado con tritio, con una alta
actividad especifica, pudieron demostrar diferentes acimulos y re

tencién del mismo en el uUtero y en otros tejidos diana.

MOBBS (12) encontrdé que los tumores mamarios de rata -
endocrino-dependientes, inducidos por dimetilbenzatraceno (DMBA),
retenian estradiol marcado al contrario que otros timores autdnomos

que no lo retenian.

JENSEN Y DE SOMBRE (13) y TERENIUS (14) independiente-
mente demostraron que la unidén especifica de estrégenos radioacti-
vos en las muestras de cdncer de mama 'in vitro" se producfa en
aquellos tumores que tenfan una respuesta clinica favorable. Estos
experimentos indicaban que habia dos clases de canceres de mama,
aquellos que muestran un acumulo significativo de estradiol marca-

do "in vitro" y aquellos que no muestran captacién hormonal.

TOLFT y GLORSKI (15) establecen la utilidad del método
analitico en la caracterizacién e identificacién de las sustancias -
citopldsmicas responsables de la retencidén estrogénica, los llamados
"receptores estrogénicos" (RE) en el citosol de itero de rata. Un -
afio después JENSEN (13) mediante andlisis de gradiente de sucrosa

muestra que aquellos tumores de pacientes que responden a una te
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rapeutica hormonal contienen RE en el citoplasma, mientras que -

aquellos que no responden a la terapeutica no tienen receptores.

Todos estos experimentos permitieron desarrollar un mé--
todo para distinguir tumores hormonodependientes de tumores auté-

nomos sin un ensayo previo de terapia hormonal.

La observacién de JENSEN (16) y de GORSKI (17) condujo
a la descripcién del mecanismo de accién en dos pasos: 1?2, la --
hormona induce la transferencia del receptor desde el citoplasma
al nicleo, observacién que también demostré STUMPF (18) con auto
rradiografia, y 2%, la unién inicial del esteroide al receptor cito»
sélico dd lugar a una cascada de transformaciones metabdlicas cu

ya naturaleza estd aun hoy por aclarar.

TOFT y GORSKI (15), asi como ERDOS (19) encuentran que
el receptor estrogénico 85, que habitualmente es detectado mediante
extraccién de baja fuerza idnica, podria ser disociado en comple--
jos 4S5 al incrementar la fuerza ibénica, con un aumento de concen-

tracién salina.

JENSEN (20) encuentra que el receptor citosélico podria
ser transformado en una forma 5S, caracteristica del receptor nu-
clear, por un mecanismo termo-dependiente. ATGER y BAULIEU (21)
demuestran que el receptor "transformado'' muestra un incremento -
de afinidad por polianiones, incluyendo el DNA, en un proceso de

activacién térmica.

Hasta ese momento se disponia de escasa informacidén so-
bre los receptores de progesterona a causa de problemas técnicos

en los ensayos de receptores.
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MILGRON (22) en 1972 fué el primero que demostrd la -
presencia de receptores de progesterona (RPg) en uteros de cerda.
Posteriormente, RAYNAUD y PHILIBERT (23-24) emplearon una pro--
gestina sintética para el estudio de los receptores, la cual fué -

significativamente mds estable que el compuesto madre.

HORWITZ y McGUIRE (25) demostraron la presencia de —-
RPg en tejido de cdncer de mama y que la sintesis de este recep

tor era un marcador de la actividad de los estrdgenos.

Estos descubrimientos han sido confirmados y ampliados

en posteriores investigaciones.

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

RECEPTOR.

Numerosas investigaciones realizadas en los ultimos afios

han permitido reunir datos suficientes como para afirmar que los

esteroides ejercen su accidn sobre los tejidos efectores, uniéndose
previamente a receptores '"especificos intracelulares" de naturaleza
proteica (macromoléculas). La unién de los esteroides a estos re—-
ceptores tisulares es de naturaleza fisico-quimica, semejante a la
establecida entre estos compuestos y las protefnas transportadoras
plasmdticas, pero con papel biolégico distinto, puesto que la fun-
cién de.la macromolécula receptora puede ser alterada por la --—-

unién temporal de la hormona.

El verdadero papel que representan los receptores celula-

res para esteroides no estd aun definitivamente aclarado pero es -
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evidente que desempefian una importante funcién en el mecanismo
intrinseco de la accién hormonal, ademds de su actividad como -

"transportadores' intracelulares.

La unién inicial del esteroide al receptor citosdlico da
lugar a una cascada de eventos metabdlicos, no totalmente acla-
rados hasta el momento actual. La interaccidén entre el esteroide
y el receptor implica un proceso que comprende la unidén del es-
teroide con la macromolécula citoplasmdtica de 8 unidades Sved-
berg, la migracién de este complejo hasta el nicleo y la forma-—-
cién de un nuevo complejo con una macromolécula intranuclear --
(traslocacidén) distinta de la anterior, por lo menos en su cons—
tante de sedimentacién diferencial en la ultracentrifuga (5 S). La
transferencia al nucleo del complejo receptor citopldsmico-esteroi—-

de es termodependiente y requiere una temperatura de 252 a 37¢ C.

La unién del esteroide al receptor citopldsmico permite -
al primero llegar al nicleo para estimular alli -una vez unido al

receptor nuclear- la sintesis de dcido ribonucléico (RNA).

Por tanto la verdadera '"hormona' con actividad bioldgi--
ca no es ni el esteroide ni el receptor citoplasmdtico, sino el com

plejo '"receptor-activado'" con el esteroide correspondiente.

Los receptores celulares son altamente especificos y de -
limitada capacidad de unién para un esteroide determinado; son -
incapaces 'de ligar a otro que carezca de accidén sobre ese tejido
efector. Por tanto, los receptores intracelulares son los responsa-—-

bles de la retencidén preferencial de una hormona en el tejido efec-



tor sensible a dicha hormona. Se admite que la magnitud de 1la
respuesta hormonal es proporcional a la concentracién del com-
plejo receptor esteroide siendo maxima cuando todos los sitios -

de unién de la macromolécula estdn ocupados por la hormona.

En la figura 1 se describen en esquema los distin-—-
tos mecanismos por los que una hormona esteroidea ejerce su ac

tividad bioldégica en la célula diana.

Este modelo fué el primero dado a conocer por Jen--

sen hace una década

2.1.- Regulacién de niveles esteroideos en la sangre.-

Se ha observado que la mayorfa -si no todas- de las
acciones de las diversas clases de hormonas esteroideas resultan
de interacciones relativamente similares de la hormona con recep

tores en la mama u otros tejidos diana.

Aunque estructuralemnete relacionados y semejantes en
el mecanismo bdsico del receptor hormonal, las diferentes clases

de hormonas causan efectos y respuestas muy hetereogéneas.

Las ligeras diferencias estructurales entre las diversas
clases de hormonas esteroideas son discriminadas a nivel molecu-

lar por las protefnas receptoras.

Las hormonas esteroideas son mensajeros orgdnicos de -

peso molecular relativamente bajo (aproximadamente 300) que a -



MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTERoiDE AS



pequefias concentraciones son capaces de provocar efectos en -

determinados tipos de células diana.

La fuente remota de todos los esteroides enddgenos es
el colesterol, el cudl se. obtiene bien directamente de la dieta, -

o a partir de la sintesis enddégena, via acetato.

Los esteroides sexuales puede‘n proceder -directamen-
te o por transformacién periférica- de otros esteroides precurso-
res, tanto de la corteza suprarrenal como de las gdénadas. Este
doble origen hace que, cuando se habla de estradiol (Ez) con'-—

venga tener en cuenta la posible fuente de origen.

La mayor parte del E2 en la mujer joven proviene de
la secrecién directa del ovario. No se ha podido probar de ma--
nera éoncluyente la secrecién directa del E2 en la corteza supra
rrenal normal, aunque parece ser la responsable de aproximada-

mente el 10% de la estrona circulante.

El resto del E2 proviene de la aromatizacidén perifé-
rica de los androégenos 0 precursores androgénicos de origen --
ovdrico y corticosuprarrenél. La magnitud del E2 producido peri
féricamente no estd aun definitivamente precisada y depende de
la edad y del estado clinico de la paciente. Es importante sefia
lar que el E2 asi producido constituye la mayor parte del estra

diol circulante en las mujeres en la post-menopausia.

Ya ZONDEK (26) prevée la posibilidad de la transfor
macién extraglandular de los andrégenos en estrégenos y poste-

riormente demuestran que la administracién de hormona - - -
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masculina aumenta la excrecién urinaria de sustancias estro-
génicas. Veinte afios mds tarde WEST y cols. (27) explican es
te fendmeno por la transformacién de testosterona en estroge--

nos a nivel periférico, gracias al enzima aromatasa.

Con posterioridad numerosos investigadores (28-30),
han demostrado que después de la inyeccién a hombres y muje
res de testosterona, 4-androsteno y dehidroepiandrosterona mar
cados con radioisotopos, es posible aislar en la orina estrdge-
nos radioactivos, confirmando la aromatizaciéon de los andrége-
nos. En estos trabajos no se identifican los tejidos responsa--

bles donde se produce esta conversidn.

La produccién de estrégenos en la mujer se modifica
con la edad, y después del climaterio disminuyen significativa
mente la tasa de depuracién metabdlica, la tasa de produccién
y la concentracién de E1 y E2 circulantes, asi como la excre—
cién urinaria de los mismos (31). JUDD y cols. (32) concluyen
que los ovarios de la mujer menopausica segregan mayor canti-
dad de testosterona y menor cantidad de androstendiona que en
la premenopausia. GOIDIN y cols. (33) estudiando seis mujeres -
menopausicas, concluyen que el principal estrégeno formado es -
la estrona, proveniente de la aromatizacién extraglandular de la

androstendiona.

HEMSELL y cols. (34) también demuestran que la magni
tud de la conversién periférica de andrdgenos en estrogenos, au-

menta progresivamente con la edad en hombres y mujeres, llegan-
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do a superar en dos a cuatro veces la conversién observada en

los adultos jévenes.

Se desconocen los mecanismos que regulan la conver—-
sién extraglandular de andrSgenos en estrdgenos, aunque se ha
sefialado un aumento de esta conversién en ciertos estados clini

cos como la obesidad (34) y el hipertiroidismo (35).

Aunque no se conoce con exactitud el 6 los tejidos don
de se produce la transformacién periférica.de andrdgenos en es-
trégenos, se sabe, al menos, que ésta puede tener lugar en el -
higado e hipotalamo fetales humanos; en cultivos de fibroblastos
humanos; en el sistema neuroendocrino central, higado, rifién y
tejido 6seo de la rata. También se ha demostrado que el tejido -
adiposo humano "in vitro" convierte andrdgenos en estrdgenos. Re
cientemente NIMROD y RYAN (36) confirman que esta transforma-——
cién tiene lugar tanto en el tejido adiposo abdominal o axilar co
mo en el de la mama normal o tumoral y que a pesar de que la
actividad aromatizante de la célula grasa es baja (de 0 a 200 --
pg/g de tejido en 90 minutos de incubacién), el tejido adiposo --
corporal total puede ser el responsable de la produccién de va-—

rios microgramos de estrégenos diarios.

Por ultimo, también se ha demostrado que el propio car
cinoma mamario humano es capaz de convertir testosterona en es-
tradiol. LI y cols. (37) estudian nueve tumores y prueban que 8
de ellos, que corresponden a mujeres premenopausicas y postmeno

pausicas, son capaces de transformar testosterona en estradiol.
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Desconocemos la significacién de la presencia de la -
enzima aromatizante en los tumores mamarios, pero es posible
que tenga alguna influencia en el curso de la enfermedad, te-
niendo en cuenta que los estrégenos producidos localmente ejer
cen efectos fisiolégicos directos déntro de las células en las -

que han sido formados.

Los porcentajes de conversién periférica de andrége--
nos en estrégenos son bajos, pero la importancia fisiolégica de
esta transformacioén debe ser evaluada teniendo en cuenta que
los princip>a1es andrégenos circulantes (dehidroepiandrostendio-
na, androstendiona, y testosterona) se producen en tasas de -

miligramos y los estrdégenos en cambio lo hacen en microgramos.

Las hormonas esteroideas circulan por la corriente san
guinea unidas predominantemente a proteinas plasmdticas, tales
como la albumina, globulinas especificas de unién a esteroides -
y alfa-fetoproteina, cada una de las cuales tiene una afinidad y

capacidad caracterfsticas (38).

Estas macromoléculas ligadoras, se presentan frecuente-
mente en altas concentraciones, y varian en afinidad desde muy
débil a muy fuerte (Kd 103 a kd 10710 ) (39). Ellas pueden -
restringir la cantidad de hormona libre disponible para unirse -
al receptor, y como consecuencia, juegan un papel importante en

la dindmica hormona-receptor.

Las concentraciones de hormona unida mds hormona li-

bre en la sangre varian desde cifras muy altas, de aproximada-
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7

mente 10°’ M, para el cortisol a mds bajas, aproximadamente -

de 3 x 107 M para el estradiol (38).

Los estrégenos y andrbégenos son transportados en su
mayor parte por la globulina ligadora de testosterona-estradiol,
mientras que el cortisol y progesterona circulan unidos princi-—-
palmente a la globulina ligadora de corticoides, llamada trans-

cortina.

La competicién de cortisol y progesterona por la glo
bulina ligadora de corticoesteroides puede influir la unién frac

cionada de cada uno de estos esteroides (40).

Parte de las hormonas esteroideas circulan unidas a
la albimina, y aunque la fracciéon de unién es escasa, debido a
la baja afinidad, la gran cantidad de albimina plasmdtica y -
las escasas variaciones de la misma hacen que ésta desempefie -

un efecto nivelador sobre la fraccién esteroidea no unida.

Una de las funciones de las proteinas ligadoras de
esteroides es el transporte de la hormona especifica en estado
de unién, actuando como un reservorio desde el cual la hormo-
na activa puede ser movilizada rdpidamente por disociacidén --

cerca de la célula diana.

Las proteinas ligadoras de esteroides también con-
servan y protegen a los mismos contra el ataque enzimdtico,
evitan la adsorciéon a las paredes de los vasos sanguineos y
la protegen contra la excrecidn renal y metabolizacién hepd-

tica (40).
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Los estrégenos y progesterona no requieren una con-
versién metabdlica para realizar su actividad biolégica, pero
el metabolismo puede estar implicado en la interconversién de
las diversas formas de estrégeno y en la eliminacién de la -

hormona de los tejidos diana (41).

2.2.~ Unién o difusidn a través de la membrana celular.

La mayoria de investigadores estdn de acuerdo en que
la entrada de los esteroides en el interior de las células desde

el espacio extracelular se produce por mecanismo de difusidn.

GURPIDE y WELCH (41) estudiaron la dindmica de cap-
tacién y encontraron que los tejidos diana y no diana acumula-
ban esteroides con igual facilidad, en una cantidad proporcio—
nal a la concentracién del esteroide, sugiriendo un mecanismo -
de difusién simple. Sin embargo, la posibilidad de que en la --
membrana plasmdtica de las células diana existan sitios especf-

. . . . 7
ficos de reconocimiento no ha sido excluida.

ZANKER y cols. (42) proponen que las membranas plas
mdticas de las células de cdncer de mama contienen receptores -
de afinidad y capacidad relativamente altas ( Kd = 6,3 x 10_10)
que aparentemente trabajan en colaboracién con los receptores de
alta afinidad y baja capacidad descritos en el citosol. Ellos pos

tulan que estos receptores de membrana podrian realizar una fun

cién moduladora.
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2.3.- Unibén a los receptores citopldsmicos.

La hormona, una vez en el citoplasma, sblo actda en
aquellos tejidos diana cuyas células poseen un sistema de re--
ceptores con un alto grado de especificidad estructural para la
unién especifica, y una elevada afinidad, frecuentemente del or

den de 10-10.

Las protefnas receptoras se encuentran en distintas —-
concentraciones segun los tejidos, y por lo tanto, posibilitan --
una gran variedad de sitios de unién (500 a 20.000) para la —-

hormona efectora (43).

Tras su entrada en la célula diana, la hormona puede
unirse o bien a su receptor citoplaémico especifico, o bien a o-
tros sitios de unién de baja afinidad, como son las uniones a -
distintas proteinas, y a veces, una determinada hormona puede
interactuar con mds de un receptor de alta afinidad. BAULIEU
(44) demostré que el estradiol interactda con receptores de an--—
drogenos con una Kd de aproximadamente 3 nM, mientras que se

une al receptor de estrégenos con una Kd de 0,1 nM.

Varias hormonas pueden unirse a una clase de recep-—-
tor, y las concentraciones de receptor pueden variar ampliamen-
te seguin diferentes condiciones, tales como cambios en el ciclo -

menstrual.

La unién especifica o saturable puede ser calculada --

sustrayendo la unién no especifica o no saturable de la unién -
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total o sitios tanto especificos como no especificos (Fig. 1).

Cuando se afiade a la célula un exceso de ligando competitivo
no marcado junto con la hormona marcada, el esteroide no m'aE
cado ocupa esencialmente toda la capacidad limite (sitios ver-
daderos del receptor) pero no éltefa 1%1 u-nic’m de)ésteroide mar

cado a los sitios no especificos de baja afinidad.

Los valores calculados a partir de estos experimentos
de unién pueden usarse para calcular el numero total de sitios

de unién y la Kd o constante de disociacién.

La Kd mide la afinidad del receptor por el esteroide
y es aproximadamente la concentracién de esteroide libre en la
que se saturan la mitad de los receptores. Es la reciproca de
la congante de asociacién y puede ser obtenida a partir de u-
na grdfica de Sactchard (45) o desde cualquier otro método de

analisis "de datos.

La forma fisiolégica que adopta el receptor después -
que los estrégenos entran en la célula diana es actualmente in
cierta. Factores tales como la fuerza idénica, temperatura, pre-
sencia de molibdato, o enzimas inhibidores, como por ejemplo,
la leupeptina, pueden hacer que el receptor se halle en una -
cierta forma, o que se interconvierta entre varias formas mole-
culares, de las que cualquiera o ninguna podria ser el verda-
dero receptor enddégeno (46). Los diversos tipos de receptor pue
den ser separados por muchas técnicas, incluyendo la centrifu-
gacién a través de gradientes de sucrosa. La proporcién de -—-

proteina sedimentada por unidad de campo de gravitacién es —-
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expresada en unidades Svedberg (S) (1 S = segundos).

SHERMAN y cols. (47) usando tampones que contienen
molibdato en condiciones que minimizan la proteolisis, han des
crito, tras la fase inicial de entrada de la hormona, una con-
figuracién de receptor de 10-11 S, de mayor tamafio que la des
crita previamente de 8 S. Estos autores han detectado amplias
variaciones en los niveles de enzimas proteoliticos en los cito-
soles tumorales, incluyendo el activador del plasmindgeno, que
podria contribuir a la escisién del receptor directa o indirecta

mente a través de la accidén de cimdgenos.

WITTLIFF y SAULOV (48) han propuesto que la presen-
cia de un mayor complejo receptor se asocia con un prondstico -
clinico mds favorable. La aparente correlaciéon de predominio de
receptores de menor tamafio, de velocidad de sedimentacién mds
baja, con un peor prondstico clinico, puede responder a un au-
mento de las proteasas, tales como el activador del plasmindge-
no, o a su actividad en los tumores altamente invasivos. Sin --
embargo, las formas mayores del receptor (8-11 S) pueden ser -
agregados de unidades de receptores o de varias proteinas dife-

rentes (47).

NOTIDES y cols. (49) han publicado uno de los an&li—-
sis mds completos de receptores citopldsmicos. Usando la técnica
de gradiente de sucrosa y la cromatografia con Dietilaminoetanol
(DEAE-celulosa) para receptores de estrdgeno parcialmente purifi

cados de dtero de ternera, concluyeron que el receptor no activa
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do es un mdénomero con un peso molecular de 7-8 x 104 y un --

coeficiente de sedimentacién de 4 S. Después de reaccionar con

el estrégeno, el complejo RE sufre un cambio conformacional ---

""transformacién'" dependiente de la temperatura, que se asocia

con la "activacién" del receptorr y una mayor afinidad por las

uniones nucleares. Estos autores creen que el receptor activado
4

es un dimero que tiene un peso molecular de 13-14 x 107 y un

coeficiente de sedimentacidén de 5 S.

THAMPAN y CLARK (50) han descrito la presencia de -
una proteina en el citosol de utero de rata, la cual forma un -
complejo con la forma 4S del receptor para producir la forma -

558 activada.

La cinética de disociacién de la hormona respecto del
receptor proporciona un modelo sensible para la medida de la -
activacién del receptor. La velocidad de disociacién de una hor
mona de su complejo receptor activado es un indicador de la e-
fectividad con que esta hormona en particular mantiene al recep

tor en el estado activado.

La disociacién del estradiol de su receptor ocurre en -
dos fases (49). La primera fase exponencial rdpida, se debe a
la baja afinidad del estradiol por el receptor no activado, mien
tras que la segunda, mucho mas lenta, traduce una mayor afini
dad por el estado activado del receptor. La unién del estradiol,
por tanto, cambia el equilibrio desde un estado de menor afini--

dad a otro activado de alta afinidad.
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El progresivo aumento de la afinidad con la activa-—-
cidén sugiere que el receptor de estrégeno puede tener interac—
ciones altamente cooperativas bajo condiciones de equilibrio de
unién. Los tiempos medios de los estados del receptor activado,
estudiados por WEICHMAN y NOTIDES (51) "in vitro" a 25¢ C, -
fueron de 170 minutos para el estradiol, 40 minutos para el es
triol, y 3 minutos para la estrona. Los estudios "in vivo", tam
bién realizados por ellos, mostraron que el tiempo de retencién
nuclear para el complejo receptor-estradiol activado era de 12 a
24 horas, mientras que el tiempo de retencién del complejo recep

tor-estriol activado era solamente de 6 horas.

Varios investigadores han sugerido que las multiples -
formas de RE detectados en cdncer de mama humanos pueden de
berse a la degradacién de receptores nativos. SHERMAN y cols.
(52)\ han mostrado que los RE degradados por proteasas enddge
nas a ''merorreceptores' de peso molecular mds bajo, contienen
sitios de unién citopldsmicos para las hormonas, pero carecen -
de sitios de unién nucleares. PUCA y cols (53) descubrieron en
el ltero de ternera un factor de '"transformacion del receptor' -
parcialmente purificado que era responsable de la degradacion

del receptor de estrégenos a un tamafio menor.

TILZER y cols. (54) consiguen la degradacién de RE
con altas concentraciones de cloruro potdsico y bajas concentra
ciones de cloruro cdlcico. Dicho autor tamebien encuentra que -
la leupeptina, el inhibidor de la proteasa, proporciona protec—-

cién frente a la proteolisis solamente a altas concentraciones,
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mientras que el molibdato sédico actua mejor a bajas concen--

traciones.

Estos experimentos sugieren que los receptores de es-
trédgenos son unas proteinas relativamente frdgiles que pueden

ser parcialemnte degradadas si no se protegen.

2.4.- Sitios aceptores.

Despues de entrar en el niicleo celular el complejo -
receptor-estréogeno 55, se une a posibles sitios ''aceptores' en
la cromatina (55), donde el complejo hormona receptor activado
modifica la expresion de genes especificos en un locus diferen-

te de los cromosomas llamado sitio "efector'.

KALLOS y cols. (56) usando células tumorales de ma-
ma en cuyo DNA se habia sustituido bromuracilo, mostraron que
la unién al receptor auméntaba cuando las células eran expues
tas a radiaciones de longuitud de onda cerca a la luz ultravio
leta (312 nm). Estas inducfan la formacién de enlaces covalen-
tes cruzados entre el receptor y el DNA, fendémeno que sugiere -

que el DNA juega un papel importante en la unidén nuclear.

Recientemente dos ‘grupos de investigadores han sugeri
do la unién preferencial de los receptores hormonales esteroideos

a secuencias especificas del DNA.

PAYVAR y cols. (57) demostraron que receptores de glu

cocorticoides activados, parcialemnte purificados, se unfan selec
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tivamente '"in vitro" a un fragmento clonado de virus de tumo
res mamarios murinos. El porcentaje de transcripcién a partir
del fragmento clonado de DNA se incrementaba considerablemen

te de manera receptor dependiente.

MULVIHILL y cols. (58) demostraron 'in vitro" que -
secuencias especificas de DNA (provenientes de genes que res-
ponden a hormonas) las cuales codifican a las proteinas de -
clara de huevo, eran reconocidas por los receptores de proges
terona del oviducto. Estos trabajos son importantes, porque su
gieren que los receptores esteroideos pueden modular la trans-
cripcidén a través del reconocimiento de secuencias especificas
de DNA situadas dentro o cerca de los genes regulados por hor

monas.

Se ha sugerido que los lugares aceptores de los cro-
mosomas son un complejo especifico de DNA y proteinas no his-
tonas, a los que el complejo estrégeno-receptor reconoce y se

une con alta afinidad (59).

Tambien se cree que existen lugares secundarios pre
sentes en gran niémero en la cromatina donde el complejo ER -
puede unirse con mds baja afinidad. Estos sitios de baja afi-
nidad pueden servir para aumentar al mdximo la oportunidad
de que se produzca la unidén de los complejos a sitios acepto-

res principales.

SPELSBERG y cols. (60) después de numerosos y so--

fisticados experimentos usando el sistema del oviducto de pollo
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demostraron que un grupo de proteinas dcidas no histonas lla
madas AP3, parecian ser las mds efectivas en conferir la ca-

pacidad de unién a la cromatina. Sin embargo, otros autores

(56) sugirieron que las histonas estabilizaban la unién del re
ceptor de estrégeno al DNA, mediante la provisién de determi-
nantes especificos adicionales en el cromosoma. También propu
sieron que las interacciones histona-receptor podrian ser en -
parte responsables de la porcién del receptor nuclear que es -
resistente a la extraccidén mediante sal. La mayoria de experi-
mentos de otros autores, sin embargo, sugieren que las histo—-
nas no son moléculas aceptoras especificas relacionadas con --

las uniones nucleares.

BAILLY y cols. (62) usando el sistema de receptor —-
glucocorticoideo en higado de rata descubrieron un inhibidor -
de bajo peso molecular, presente en el citosol que impedia la
unién nuclear. No se sabe si este inhibidor esta presente en -
los tejidos no diana o si se encuentra en otros sistemas de re
ceptores hormonales esteroideos. Adexﬁés de los sitios primarios
de unién que se asocian con los complejos RE activados que -—-
son traslocados al nicleo, llamados sitios tipo I, también apa-

recen otros llamados tipo I1 (63).

Estos lugares tipo 11 aumentan en numero después de
la estimulacién con estradiol, y parecen constituir una respues
ta nuclear especifica inducida hormonalmente. Los lugares tipo
I1, que no son traslocados desde el citoplasma, se hallan pre-

sentes en cantidades mayores que los de tipo I y se mantienen
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elevados durante un mayor periodo de tiempo (63). No esta cla
ro si la presencia de estos lugares tipo 1l representa la sinte
sis o activacién de un nuevo tipo de moléculas ligadoras, o u-
na alteracién algo menos especifica en la estructura de la cro
matina. El papel exacto de estos éitios de unién tipo Il en los

tumores mamarios todavia no se conoce.

2.5.- Fendmenos transcripcionales inducidos.

Se piensa que la unidén del receptor a los sitios acep
tores aumenta la velocidad de transcripciéon de genes especifi-
cos, posiblemente al alterar su afinidad de interaccién con el
RNA polimerasa. En algunos sistemas, después de la estimula-
cién estrdégenica, aparecen rdpidos aumentos en la transcrip-—-

cién y la mitosis se acelera (64).

Los fendémenos de sintesis que se producen pueden --
quedar restringidos o constituir el soporte necesario para la -
actividad metabdlica aumentada de la célula en crecimiento. La

administracién de estradiol a los pollos causa un rdpido aumen

to en la concentracién del RNA mensajero de la ovoalbimina (65)

e induce el crecimiento y la diferenciacién del oviducto. Ademds
de la ovoalbimina el estrdgeno también estimula la sintesis de
otras proteinas de la clara de huevo, tales como la conalbimi-

na, ovomucoide y lisozima (66).

NOTIDES y GORSKI (67) usando electroforesis en gel de

almidén demostraron la presencia de una '"protefna inducida" es
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pecifica (IP) en el citosol de udtero de rata que aparecfa des-
pués de la estimulacién estrogenica. La IP es un marcador —-
muy Util de la accidén estrogénica ya que su induccién puede
reproducirse tanto "in vivo" como "in vitro" (68), aunque su

papel en el crecimiento mediado por estrégenos es desconocido.

Una de las acciones mds importantes del estrégeno -
que puede observarse en las células diana, incluyendo las cé
lulas de cdncer de mama hormonosensibles, es la induccién de
la actividad progesterona (69) que puede estar implicada en -

la ulterior regulacién hormonal de las células.

Varios investigadores (70-72) usando métodos enzimd-
ticos e inmunoquimicos han demostrado que la peroxidasa tam-
bién parece ser un enzima inducida por estrégenos tanto en -

tejido mamario normal como maligno.

Después de observar un aumento de la incorporacién
de timidina tras la estimulacién estrogénica, se ha do_cumentg
do que la timidinkinasa responsable de la fosforilizacién de -
la timidina estaba también bajo control estrogénico (73). Otras
actividades controladas por los estrdgenos, incluyen la apari-
cién de proteinas especificas intracelulares y secretadas, asi -

como cambios morfolégicos en la membrana celular (74).

La generalizacién méds util que puede hacerse a par-
tir de estos datos en el momento actual es, que la mayoria de
los efectos esteroideos estdn probablemente regulados a nivel -

de la transcripcién primaria. Probablemente, ulteriores investi
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gaciones descubrirdn lugares adicionales, potencialmente, regu

ladores.

2.6.- Procesamiento del receptor.

Cuando el estradiol entra en la célula tumoral mama
ria o en el tejido uterino sensible "in vitro'", el complejo —
hormona receptor recién formado es rdpidamente traslocado a -

los lugares aceptores nucleares.

HORWITZ y McCUIRE (75) sugieren que los receptores
nucleares unidos al complejo hormona-receptor citosdlico, su—-
fren un procesamiento de tal modo que desaparecen el 70% de
sus sitios de unién, al menos durante unas pocas horas, tras
las cuales el complejo receptor-nuclear adquiere un nuevo es-

tado de equilibrio.

Sin embargo otros autores (76) han encontrado que
el '"procesamiento" no es una desaparicién del receptor nuclear,
como se habia propuesto, sino mds bien una modificacién del -
receptor hacia una forma menos soluble en cloruro potdsico, y
menos intercambiable. La nueva forma de receptor modificada -
que aparece durante el '"procesamiento'" se caracteriza por una
velocidad lenta de disociacién del complejo RE y una sedimen-

tacién méds rapida en los gradientes de densidad sucrosa.

Una variante hormoindependiente de células MCF-7 no
muestra este procesamiento, sugiriendo asi que este fendémeno -

post-translocaional estd asociado con la activacién de los genes.
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2.7.- Inactivacién del receptor.

La inactivacién del receptor que sigue a la transloca--
cién y a la unién nuclear al sitio aceptor se cree debida a la -
desfosforilizacién del receptor secundaria a la accién de la fosfa

tasa nuclear (77).

De las experiencias anteriores parece desprenderse que
el receptor inactivo puede ser reactivado mediante la fosforiliza-

cién de un enzima ATP-dependiente en el citoplasma.

Estos hallazgos sugieren que el receptor es reciclado -

por un proceso de desfosforilizacién en el nicleo, seguido por una

refosforilizacién en el citoplasma, contribuyendo asi a la reposi-

cién del receptor citopldsmico.

3.- RELACIONES HORMONA-RECEPTOR.

El sistema receptor estrogénico es sélo parte de un me-
canismo hormonal complejo que influye en el desarrollo y funcién
del cdncer de mama. Se han identificado muchos otros receptores
hormonales en cultivos de células tumorales de mama, tales como
receptores de progesterona, andrégenos, insulina, glucocorticoi-
des, retinoides, prolactina, transferrina, factor de crecimiento
epidérmico, calcitonina y vit D., pero el papel fisiolégico espe-
cial de cada uno, exceptuando los de progésterona no estd del

todo aclarado.
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L.— RECEPTORES DE PROGESTERONA.

La presencia de receptores de progesterona (RPg) en tu-
mores RE positivos sugiere que estos tumores son capaces de sinte
tizar al menos un producto regulado por los estrégenos, pero ésto
no significa que todas las respuestas inducidas por los estrdgenos

estén necesariamente conservadas.

En muchos sistemas '"in vivo'" o "in vitro'", la adminis-
tracién de estradiol a células estrdégeno-sensibles, provoca un —-
aumento de 8 a 20 veces los RPg. Los inhibidores de la sintesis

proteica o del RNA bloquean este aumento (78).

La medicién de receptores de progesterona estuvo difi--
cultada por la falta de un ligando idbéneo, dado que la progeste-
rona se une fdcilmente a otras proteinas plasmdticas tales como -
a la globulina de unién a los corticoides (CBG). Este obstdculo
se soslayé con el descubrimiento de un nuevo progestdgeno sinté-
tico el R-5020 (17,21, dimetil-19-nor-4,9 pregnadiene-3,20-diona),
que muestra alta afinidad por los receptores de progesterona, —-
sin necesidad de unirse a proteinas plasmdticas, baja velocidad
de disociacién y una interferencia insignificante con otros recep

tores hormonales (80).

Los RPg han sido estudiados extensamente en el sistema
de oviducto del pollo donde pudo purificarse el receptor en los -
componentes A y B. Tanto el componente A como el B son protei—-
nas 45 con un peso molecular de aproximadamente 79.000 y - -

108.000 respectivamente (81).
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La subunidad A se une estrechamente al DNa, mientras
que el componente B se une selectivamente a complejos proteinas

no histona-DNA y tiene poca afinidad por el DNA (61).

Cuando se presentan como dimero AB, el sitio de unidn
en el DNA de la subunidad A estd enmascarado. Se postula que -
la unién inicial del receptor a la cromatina tiene lugar exclusi-
vamente a través de la subunidad B, pero que la subunidad A
subsiguientemente interacciona directamente con el DNA y estimu-

la la sintesis del RNA mensajero (81).

HUGGINS y YANG (82) mostraron que tanto el embarazo
como la administracién de progesterona promovian el crecimiento
de tumores mamarios de rata inducidos por el Dimetil-benzantra
ceno (DMBA). En contraste con sus efectos estimulantes, la pro
gesterona puede causar regresién de los tumores de mama en —-
animales y humanos, y la respuesta parece ser incluso mayor =

con una combinacién de estrdgenos y progesterona (83).

5.- METODOS DE DETERMINACION DE RECEPTORES ESTEROIDEOS.

Los receptores esteroideos han podido ser cuantificados
porque tienen ciertas caracteristicas que permiten su identifica-

cién. Son definibles por las siguientes propiedades 'in vitro':

a) Capacidad de unién limitada: La respuesta bioldégica a una

hormona esteroidea es un fenémeno saturable. Esto implica que
hay sbélamente un numero limitado de sitios de unién en cual--

quier tejido dado. El citosol o la fraccién nuclear de un tejido
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diana asociado a varias concentraciones de esteroide marcado -~
con un isdtopo permite cuantificar la asociacidén del esteroide —-

con el receptor hasta alcanzar el equilibrio.

b) Alta afinidad: Los bajos niveles de esteroides circulantes

que son generalmente del orden de 1'0—10 a 10"8 M, indican que

estos receptores tienen una alta afinidad por su hormona respec-

tiva.

c) Especificidad por la hormona: El receptor presenta una alta -

afinidad por una o varias hormonas. Esta especificidad hace que
la célula del tejido diana responda a la sefial hormonal a pesar
de la interferencia de otras sefiales. La unidén del estrégeno a su
receptor es especifica, mientras que la unidén de la progesterona
a su receptor es menos especifica relativamente, ya que la pro-
gesterona se une también a los receptores de andrégenos y de -

glucocorticoides.

d) Especificidad de los tejidos: Una respuesta significativa a -

las hormonas sexuales solo la presentan ciertos tejidos tales como
Utero, vagina y glandula mamaria, denominados tejidos diana, -
los cuales tienen un numero de receptores citopldsmicos muy eleva
do, comparado con otros 6rganos que también poseen receptores,

como son el hipotdlamo, rifién, diafragma, bazo y hfgado, pero -

en muy pequefia cantidad.

e) Correlacién con la respuesta biolégica: La unién de la hormo

na a su receptor podria ser demostrada por la amplitud de la -
respuesta. Este criterio no ha podido demostrarse a causa de la

interaccién de diferentes hormonas.
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Varias técnicas "in vitro" se han desarrollado en los
ultimos afios para detectar y cuantificar la concentracién de -

proteinas receptoras intracelulares. Todas ellas conllevan:

a) Una tecnologia muy precisa, capaz de distinguir entre fija—-

ciones especificas e inespecificas.

b) La medicién de las afinidades de fijacién y del numero de -
lugares de unidén, estén ocupados o no por hormona endégena, y
relacionarlos con la concentracién de proteinas o de DNA de los

extractos o citosoles de los tejidos en estudio.

c) La determinacidén de los lugares de fijacién libres, es decir,
no ocupados por hormonas en el momento del estudio y, por lo -
tanto, capaces de ser marcados directamente por la adicién de -
esteroides radioactivos y también, o aln mejor, la determinacidén
de la totalidad de los lugares ocupados por la hormona enddgena,

con la ayuda de un método de intercambio.

En todos los métodos utilizados existe una fase comun
en la que es necesario el aislamiento de la fraccién citoplasmadti

ca de las células.

Existen varios métodos de eficacia y rigor ya contras-
tados y otros nuevos que estdn en fase de evaluacién. Los mds -
ampliamente utilizados han sido el de Carbén-Dextrano (DCC) y/o
gradiente de densidad sucrosa, los cuales son considerados como

los métodos standard.

Estos procedimientos fueron introducidos por JENSEN y

McGUIRE (20,84) en los Gltimos afios de la década de los sesenta.
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5.1.- Método del Carbdn-Dextrano (DCC).

Es el método generalmente adoptado en laboratorios de
aplicacién clinica para la determinacién de receptores esteroideos,

por su mayor rdpidez y su menor costo.

El método consiste en incubar fracciones del citosol con
concentraciones crecientes de hormona marcada, durante 18 horas
a 4°C. Durante este periodo el esteroide marcado se une especifi

camente al receptor.

Paralelamente también se realizan incubaciones de solu
cién tampdn con las mismas concentraciones de estradiol radioac-

tivo que constituirdn los blancos del ensayo.

El exceso de hormona marcada no ligada al receptor se
elimina mediante la adicién de carbdn-dextrano y posterior cen-—-

trifugacién, rechazdndose el sedimento (85).

Alicuotas del sobrenadante de cada una de las distin--
tas muestras incubadas donde se encuentra el complejo hormona-
receptor son contadas con la ayuda de un contador de centelleo

liquido.

La cuantificacién se realiza mediante el médelo matemd-
tico de Scatchard (45), en el que se representa en las abcisas --
la cantidad de hormona marcada ligada y en las ordenadas el --
cociente hormona-ligada/hormona-libre; obteniéndose una recta cu-
ya interseccién con el eje de las abcisas nos da el numero total

de sitios de unién (receptores) y cuya pendiente sefiala la cons-
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tante de disociacién (Kd) del complejo hormona-receptor, indican-
do la especificidad de la reaccién. Los resultados se expresan en

fentomoles (fmol = 10—15 M) por miligramo de proteina citopldsmica.

5.2.- Método de ultracentrifugacién en gradiente de sucrosa.

Este método tiene la ventaja de demostrar las formas mo-
leculares del receptor (85 y 4S) y de descartar las uniones no es-
pecificas. El principal inconveniente es el elevado coste y el peque

fio nimero de andlisis realizables, comparado con otras técnicas.

En este método, una fraccién del citoplasma obtenido por
ultracentrifugacién diferencial, se diluye hasta obtener una concen
tracién proteica entre 2 y 6 mg. Se incuban alicuotas de esta frac
cién durante 15 minutos con estradiol no marcado y posteriormente
se afiade estradiol marcado, para incubar seguidamente a 4°C du-
rante 4 horas. Muestras idénticas son procesadas paralelamente, -

excluyendo el estradiol no marcado.

Después de esta incubacién se trasladan las muestras a
un precipitado de carbdén-dextrano, centrifugdndose a 3.200 r.p.m.
para eliminar el exceso del mismo. Por otra parte debe prepararse
con anterioridad un gradiente de sucrosa cuya concentracién varia
del 10-30%. Inmediatamente antes de que las distintas fracciones -
estén preparadas para aplicarlas al gradiente, se afiade una pe--
quefia porcién de seroalbimina marcada con C-14, que actuard como
marcador interno. Finalmente se someten a ultracentrifugacion du-

rante 16 horas midiéndose las distintas fracciones del gradiente -



mediante contador de centelleo liquido.

Con el método de gradiente de sucrosa, la presencia de
un pico de radioactividad ocupando una posicién 8-9S5 indica con
toda seguridad la presencia de receptores especificos para los -—-
estréogenos. La existencia de un pico 4-55 no es siempre hormono-

especifica (84).

5.3.- Métodos alternativos.

Se han aplicado otros métodos para la determinacién de
receptores eliminando el receptor unido de la hormona libre por -
precipitacién con Sulfato de Protamina (86). Otras técnicas de -
adsorcién y precipitacién incluyen la adsorcién del receptor median
te filtros de intercambio idnico; adsorcién del receptor mediante -
la hidroxilapatita (87), y finalmente elimiando el esteroide libre
mediante anticuerpos antiesteroideos (88). Todos ellos tienen ven
tajas y desventajas, pero no estdn lo suficientemente comproba-

dos para su utilizacién rutinaria.

5.4.- Métodos Histoquimicos.

La deteccién histolégica de las hormonas esteroideas y
de los receptores especificos en tejidos morfolégicamente intactos
permite visualizar la captacién, transporte y distribucién de las
hormonas y entender de forma mas completa las interacciones —-
hormona-receptor bajo diversas condiciones fisiolégicas y patofi-

sioldégicas.
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5.4.1.- Anticuerpo Antihormona.- Varios estudios (89,90)

han usado anticuerpos antiestradiol o anticuerpos frente a estra-—-
diol polimérico para localizar al receptor en tumores mamarios —-

humanos.

El tejido tumoral es evaluado mediante una técnica con
doble anticuerpo, que usa antisuero antiestradiol seguido por un
suero antiinmunoglobulina conjugada con fluoresceina. Se han uti
lizado técnicas de inmunofluorescencia indirecta que emplean an-
tisueros de oveja antiestradiol y de conejo antiprogesterona junto
a antisueros conjugados con isotiocianato de fluoresceina con la
intencién de detectar simultdneamente la presencia de ambas hormo
nas en las lineas celulares de tumores mamarios humanos y en -

biopsias de cdncer de mama.

También se han utilizado varias técnicas de inmunope-
roxidasas. Todas ellas emplean un anticuerpo antiesteroide apro-
vechando la actividad enzimdtica de la peroxidasa que lleva in-

corporada un sustrato cromdégeno (91).

El método de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) puede --
aumentar la sensibilidad de 100 a 1000 veces comparado con los
métodos de inmunofluorescencia y puede realizarse tanto en espe
cimenes fijados en lugar de congelados. La principal desventaja
de este método, al igual que en otros histoquimicos, es la difi-

cultad de cuantificar el receptor.

5.4.2.- Conjugados de esteroides con sustancias fluores-




ceinadas.- Esta técnica utiliza sustancias similares a los este-
roides que llevan un trazador visual y mantienen la afinidad de
unién por los receptores esteroideos. En la mayoria de los casos,
estos derivados se componen de molé;ulas esteroideas unidas cova
lentemente a un transportador proteico que previamente ha sido

marcado con isotiocianato de fluoresceina, lo que permite su vi-

sualizacién por el microscopio de fluorescencia.

PERTSCHUK y cols. (92) usando 17-beta-estradiol y - -
11 alfa-hidro-progesterona conjugados con seroalbiimina bovina =
fluoresceinada encuentra un 92% de correlacién con el andlisis -
bioquimico de RE en 314 muestras de tumores mamarios y un 86%
de correlacién con el andlisis histoquimico de RPg en 86 mues—-

tras.

Existen otros métodos en donde se ha marcado el es—
trégeno con fluoresceina 17-FE (lleva una mitad de la fluorescei
na unida a la posicién 17 del estradiol) con lo cual puede en-
trar en la membrana celular y marcar los sitios del receptor -
en los tejidos diana, poniendo de manifiesto la interaccién es-

trégeno-receptor.

FISHER y cols (93) no encontraron relacidén cuantita-
tiva directa entre este método citoquimico y el ensayo de cart-
bén-dextrano. Sin embargo, demostraron que la técnica citoqui-
mica era util para medir la proporcién de células con reaccidn
positiva al receptor de estrégeno en una muestra tumoral y que

el 81% de los tumores con valores de RE entre 10 y 99 fmoles/mg.
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medidos con el ensayo de DCC se asociaba con mds del 10% de

células positivas al marcador.

La mayoria de las veces la fluoresceina se vé en toda
la célula que contiene el receptor, aunque en ocasiones, solamen

te se tifie selectivamente el ntucleo o el citoplasma.

Siendo necesario un mayor perfeccionamiento de esta -
técnica citoquimica, el ensayo es simple, rdpido, barato y mere-

ce una evaluacién mas profunda.

Desafortunadamente ninguna de las técnicas histoquimi
cas han sido evaluadas de forma independiente, prospectiva y -
ciega. A pesar de ser atrayentes, su uso rutinario no puede con
siderarse apropiado en la actualidad. Se requieren estudios ulte
riores antes de que puedan abandonarse los métodos de ensayo -

tradicionales.

5.5.- Anticuerpos antirreceptor: El reciente desarrollo

de anticuerpos monoclonales especificos para la proteina receptora
de estrdgenos permite la deteccién del receptor independientemente

de la unién de la hormona marcada al receptor.

Parte de la dificultad en obtener un anticuerpo especi-
fico frente al receptor estd relacionada con la concentracidén tan

baja de RE incluso en los tejidos diana.

Los anticuerpos frente al receptor de estrdgeno de ute-
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ro de ternera generados en conejos o cabras tienen una reactivi-
dad cruzada con el RE de muchas especies, mientras que los ob-
tenidos por inmunizacidén de la rata Lewis reaccionan sdlamente

con el RE de ternera.

Se obtuvieron linfocitos esplénicos de una rata inmuniza
da frente a receptores parcialmente purificados procedentes de cé-
lulas tumorales mamarias; estos linfocitos se fusionaron con tres
diferentes lineas celulares de mieloma de ratén, dando lugar a

distintas lineas células de hibridoma.

Estas células de hibridoma secretaron anticuerpos mono
clonales especificos contra el receptor estrogénico humano, pero -
mostraban una reaccién cruzada con el RE de varias especies de

mamiferos.

DeSOMBRE y cols (94) recientemente han conseguido un
antisuero monoclonal frente al receptor estrogénico que les permi
te la utilizacién de un sistema inmunorradiométrico de gran sen-

sibilidad y especificidad.

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

El control de calidad de los ensayos de receptores es -
obligatorio para que su uso sea fiable en el manejo clinico de —-

las pacientes con cdncer de mama.

Varios <rupos, tales como el grupo cooperativo de mama

de la O R T C y la reunién del "NCI Sponsored Consensus Mee-
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ting on steroid receptors in breast cancer" han recomendado un
intercambio de muestras duplicadas de tumor o de homogeniza-
dos de utero de ternera liofilizado para asegurar la estandari

zacién y el control de calidad (95).

Se han establecido las lineas de gufa especificas para
estos grupos, para ayudar a evitar errores en la realizacién e

interpretacién de los ensayos de receptores.

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

CANCER DE MAMA.

Las células de mama normales contienen receptores cito-
pldsmicos o de membrana para cada una de las hormonas esteroi--
deas o peptidicas que influyen en el crecimiento y funcién de la

gldndula mamaria.

Estos receptores son los responsables de la interaccién
inicial entre la hormona y la célula y funcionan como desencade-
nantes de la secuencia de acontecimientos bioquimicos caracteris—-

ticos de cada hormona en particular.

Cuando ocurre una transformacién neopldsica de las cé
lulas diana, como son las del cdncer de mama, éstas pueden rete
ner todo o parte de los sitios receptores de una poblacidén celular
normal. Si las células retienen los receptores esteroideos, su cre-

cimiento sera dependiente de las hormonas y podrd ser controlado

por manipulaciones endocrinas. Este seria el caso de un tumor -
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hormonodependiente; pero si la célula no conserva estos receptores,
no serd reconocida por las hormonas circulantes como célula diana
y el control hormonal desaparecerd, siendo el tumor no hormonode-

pendiente.

Esto implica que la cuantificacién del numero de sitios
receptores puede utilizarse como indice de la dependencia hormo--

nal celular.

Esta hipdtesis ha sido confirmada, y en el momento --
actual estd bien establecido que los tumores de mama que no con
tienen RE raramente responden a una terapeutica endocrina, mien
tras que los tumores con RE positivos frecuentemente responden a

las manipulaciones hormonales (96).

No obstante la positividad de los RE en un tumor no -
garantiza una respuesta a la terapia endocrina, ya que el 40%
de las pacientes no responden a pesar de que el andlisis de RE
es positivo. HORWITZ y cols. (97) sugieren que ciertos tumores
RE positivos no responden a manipulaciones endocrinas, porque
existe un defecto en algin paso distal del mecanismo de accidén
estrogénica, conduciendo a un crecimiento auténomo. Por tanto,
es necesario confirmar la integridad de la secuencia metabdlica

que es desencadenada por la unién del estrdgeno al receptor.

Basados en la observacién de que los RPg son induci
dos por los estrégenos en los tejidos diana normales (98) y en
cultivos de células de cdncer de mama humano (69) surgié la -

hipétesis que los RPg podrian ser un mejor marcador que el RE
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para asegurar la existencia de una via intacta en la respuesta
al estrégeno. Actualmente es aceptado que los RPg son un mejor
marcador de la dependencia hormonal de un tumor que el - -

RE (99-100).

Todo ello sugiere que en los tumores de mama deben -
ser medidos el contenido tanto de RE como de RPg rutinariamente,
y que el resultado de estos ensayos puede ayudar a individuali-
zar el tratamiento de las pacientes con cdncer de mama. Su cuan
tificacién ademds nos informa sobre la conducta biolégica del tu-

mor, su agresividiad y la probabilidad de recurrencia.

8.- RECEPTORES HORMONALES: RELACION CON DISTINTOS PARAME-

TROS~

8.1.- Distribucién de RE y RPg.

Se ha confirmado que entre un 50-70% y un 35-60% de -
los cdnceres de mama tienen en su citosol cantidades medibles de
RE y RPg respectivamente. Las variaciones de los porcentajes se
deben a los diferentes niveles de positividad que adoptan los --
distintos autores (entre 3 y 10 fmoles/mg de proteina citosélica)

(101-102).

La concentracién de RE en los tumores varia en un -
amplio margen desde niveles indetectables a mds de 1000 fmoles/mg

proteina y para los RPg de o - 5000 fmoles/mg. de proteina (103).

En cuanto a las metdstasis de cdncer de mama, el por-
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centaje de RE positivos varfa desde el 35-60%. Los RPg también

tienen - una menor incidencia, alrededor de 40-47% (104-106).

La concentracién media de los niveles de RE en tejido
metastdsico es similar a la encontrada en tumores primarios, no
siendo asi en cuanto a los niveles de RPg que se encuentran més

bajos en el tejido metastdsico.

8.2.- Estado menopausico y edad.-

En mujeres premenopausicas el porcentaje de positivi-
dad y valores cuantitativos de RE son mds bajos que en las post-
menopausicas. El porcentaje de RE positix)os va desde el 50% en -
pacientes por debajo de los 50 afios, hasta el 70% en pacientes
por encima de los 50 afios. Esta mayor incidencia de positivida-
des y de niveles en las pacientes postmenopatsicas es un hecho

comprobado por la mayoria de investigadores (102,107-109).

No todos los autores estdn de acuerdo en la causa res
ponsable de este aumento. A este respecto se barajan distintas -
teorias. La mds aceptada reconoce, en mujeres con ciclo menstrual
conservado, un aumento en la sintesis de RE por la accién estré-
génica, pero precisamente esta mayor concentracién plasmdtica de
estrégenos ejerce un efecto de bloqueo de los RE, impidiendo la -
fijacién del estradiol marcado utilizado en su determinacién, con
la consiguiente aparicién de falsos negativos. Por el contrario,
en la mujer postmenopausica, la disminucidén de estrdgenos que

presentan en este periodo, determinaria la existencia de RE no
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ocupados. Y esto explicarfa la mayor incidencia de positividades

que parecen presentar las pacientes de mayor edad.

Datos recientes sugieren, sin embargo, que las concen-
traciones mds bajas de RE encontradas en pacientes premenopausi
cas no se explican sélo por la parcial o completa presaturacién
de los sitios receptores, ya que los niveles fisiolégicos de estré-
genos no son suficientes para saturar todos los lugares recepto—-
res (110), y ademds, no se ha encontrado relacién entre concen-
tracién de estrogenos y contenido de RE (111), lo cudl sugiere

que otros factores pueden también ser importantes.

Otro posible mecanismo para explicar este hecho es que
los altos niveles de progesterona circulantes en pacientes preme-
nopausicas repriman la sintesis de RE a diferencia de lo que ocu
rre en el estado postmenopatsico donde los niveles de progestero-

na son bajos (111).

Una de las controversias actuales es si este aumento de
receptores de estrégeno se relaciona con la edad o con el estado

menopausico.

Existen pocos estudios que analizen estos factores conjun
tamente, pero en un trabajo reciente de CLARK y cols. (112) con--
cluyen que este aumento de RE se relaciona directamente con la —-

edad y no con el estado menopausico.

La incidencia de tumores con RPg positivos es similar -
tanto en mujeres pre como en postmenopausicas, en la mayoria de

los datos de la literatura, encontrdndose aproximadamente en un
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40-57% (113-114). Los niveles medios de RPg también son similares

en ambos grupos.

También se ha analizado si los RPg se relacionan con -
la edad o con el estado menopausico, o si es un factor indepen--
diente de los dos. Los estudios realizados demuestran que se corre
laciona con los dos, tanto con la edad como con la menopausia -

(112).

No obstante, el cdncer de mama parece ser intrinseca-
mente diferente en mujeres jovenes y mayores, como estd reflejado

por la epidemiologia, asi como por el estado del receptor.

8.3.- Sitio de metdstasis.-

Los Tumores RE positivos tienen una ligera predileccidn

a metastatizar en piel, ganglios y huesos (107, 115-116).

La incidencia de metdstasis viscerales, sistema nervioso
central, y pleura no parece influenciarse por el estado del recep-
tor. Aunque existen trabajos que sugieren que las pacientes con -
RE negativos tienen tendencia a metastatizar en sistema nervioso -

central y higado (117-118).

8.4.- Tamafio del tumor y localizacidén.-

Mientras que algunos investigadores han sefialado una -
tendencia de los tumores grandes a ser mds frecuentemente RE nega

tivos y RPg negativos (112, 119-120), otros, no encuentran ningu-



44—

na relacidén significativa (121-124).

No se ha sefialado relacién alguna entre localizacién -

tumoral y estado del receptor (112.125).

8.5.- Numero de ganglios infiltrados.-

La mayoria de autores observan que no existe relacidn
entre el estado del receptor en el tumor primario y el nimero de

ganglios axilares afectos (102, 112, 124).

También se han realizado estudios de receptores a ni-
vel del tumor y en los ganglios afectos. No existe concordancia -
en los resultados, aunque algunos autores (126) encuentran una
mayor concentracién de receptores en los ganglios linfdticos, que
puede en ocasiones, duplicar la del tumor primario. Esto lo atri
buyen a la alta celularidad tumoral encontrada en los ganglios

en comparacién con el tumor primario.

8.6.- Grado histoldégico.—

Numeross estudios sugieren que existe un mayor nimero
de casos RE negativos en aquellos tumores con grado IIl de di--

ferenciacién, comparados con los grados I o II (120, 127-128).

De hecho, aquellos tumores mds diferenciados parecen
ser mas frecuentemente RE positivos que los tumores pobremente -
diferenciados. Esto sugiere que el estado de receptor representa

un aspecto bioquimico de la diferenciacién tumoral.
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McCARTY (129) observa que la relacién entre grado
histolégico y contenido de receptores es mucho mds estrecha si

consideramos RE y RPg simultidneamente.

8.7.- Celularidad tumoral.-

Muchos autores han demostrado que la celularidad -

epitelial de los tumores de mama se relaciona directamente con

su tendencia a ser RE positivos (130).

Otros autores (127, 131) sugieren que la presencia
o ausencia de RE y RPg no estd en relacién con el ntmero de

células tumorales en la muestra estudiada.

8.8.- Tipo histolégico.- ‘

Se ha sefialado que tumores de tipo lobulillar y tumo-
res ductales con componente tubular, tienen mds RE que los tumo-

res ductales tipicos (131-132).

En los tumores lobulillares la frecuencia de RE positi
vos es de un 80-78% y RPg en una proporcién de un 50-55%. En
los ductales infiltrantes RE 70% y RPg 60% (132-134).

Otros autores no encuentran correlacién con el tipo -

histoldégico (121).
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8.9.- Elastosis.
Pocos autores han encontrado correlaciones significa-
tivas entre el grado de elastosis y contenido de RE. Algunos de
ellos sefialan una ligera tendencia a mayor positividad de los -

RE en aquellos tumores ricos en tejido eldstico (135-136).

8.10.- Infiltracidén linfocitaria.-

Parece existir una relacién inversa entre el grado de
infiltracién linfocitaria y la incidencia de tumores con RE posi-

tivos (120).

8.11.- Cinética celular.-

Varios investigadores han publicado (137-138) que el
indice mitético medido por la incorporacién de timidina tritiada,
se correlaciona inversamente con la presencia de receptores en -

un tumor.

Usando citometria de flujo, encuentran que los tumores
de mama con RE negativos tienen un 17% de células tumorales en
fase S del ciclo, mientras que las células conteniendo RE tienen
11% de las células en fase S. En los tumores RE negativos se -

observa cierta tendencia a una mayor aneuploidia (139).

Los tumores con un rdpido crecimiento celular como -
son los cdnceres de mama inflamatorios poseen en escasa propor-

cién RE y RPg. Estos se encuentran alrededor de un 28% de este
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tipo de tumores y con niveles cuantitativamente mds bajos que -
aquellos tumores que tienen una baja proporcién de crecimiento

(140-141).

8.12.- Respuesta al tratamiento citostdtico.-

Se ha querido comprobar la posible relacién entre el
contenido de receptores y la respuesta a la quimioterapia citoté-
xica. Este punto parece ser uno de los aspectos mds controverti-

dos.

La mayoria de autores han demostrado que no existe

ninguna correlacién (142).

9.- VARTACION DEL CONTENIDO EN RECEPTORES EN UN MISMO TUMOR.

Varios grupos de investigadores han examinado distin-
tas porciones de un mismo tumor de mama y han demostrado varia

ciones en la concentracién del receptor (143-146).

Generalmente hay una concordancia en la clasificacién
de tumores como negativos o positivos, pero se han observado va-
riaciones en la concentracién de receptores en diferentes dreas de
un mismo tumor. Cuando estas variaciones ocurren, pueden ser de-
bidas a la heterogenidad del tumor, a la distribucién que adopten
las células malignas en la seccién del mismo, o a imprecisiones -

del ensayo.
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No existe acuerdo segun los datos de la literatura -
(145-146) sobre qué porcién de un mismo tumor es mds rica en -
receptores, el centro o la periferia. DAVIS (146) encuentra un
mayor contenido en RE y RPg en el centro que en la periferia,
mientras que SILFVERSWARD (145) encuentra valores de RE pro-

.gresivamente mayores desde el centro a la periferia.

Otros autores (119) indican una similitud en el conte-
nido de receptores de tumores que ocurren simultdneamente en -—
ambas mamas, pero refieren que los tumores bilaterales asincréni
cos manifiestan una mayor disparidad en el contenido de recepto-

res.

10.- RECEPTORES HORMONALES & INDICE DE RESPUESTA A LA TERA-

PEUTICA HORMONAL.

La hormonodependencia del cdncer de mama se conoce
desde 1896 cuando BEATSON ( 2 ) refirié la regresién de tumo-
res inoperables depués de la ovariectomia en dos mujeres premeno
pausicas. Desde entonces, a la castracidén terapeiltica se fueron -
afiadiendo nuevas formas de tratamiento como la suprarrenalectomia,
hipofisectomia y la administracién de andrégenos y estrégenos. Con
estas formas de tratamiento se consegufan respuestas en un 30% -
de los carcinomas de mama (147-148), lo que hizo suponer que exis
tian factores intrinsecos tumorales que condicionaban la eficacia -

de la hormonoterapia.

La demostracién de que gran parte de los efectos horuio
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nales son mediados a través de los receptores citoplasmdticos y
el conocimiento y cuantificacién de los mismos en el cdncer de

mama, ha llevado a cierto grado de especificidad y selectividad
de pacientes en la prdctica de la terapia hormonal de esta en—-

fermedad.

La principal aplicacién de la determinacién de RE ha
sido la seleccién de pacientes que se van a beneficiar de un —-
tratamiento endocrino. Es un hecho el que los tumores RE negati

vos no suelen responder a la terapia endocrina.

Los resultados de varios investigadores, (149), sepa-
radamente, demuestran que los tumores receptor estrégeno positi-
vo responden a la terapia endocrina en una proporcién de un 40-
62%. Cuando las pacientes son agrupadas de acuerdo al tipo de
terapia endocrina el porcentaje de respuestas es similar. No —-
obstante, existen un 40% de mujeres con tumores que tienen RE
y que no se van a beneficiar de tales terapeuticas. Se ha com-
probado que el nivel de RE en un tumor es el factor determin--
nante de la intensidad de la respuesta tumoral. Un tumor con -
un alto nivel de RE puede contener una grah proporcién de cé-
lulas con estos receptores, lo que propiciarfa una gran reduc--
cién tumoral con tratamiento endocrino. Tumores con niveles in-
detectables o bajos de RE, tienen tan sdélo una proporcién de --
respuestas del 9%. Cuando el nivel de RE es de 3-100 fmoles/mg.
el indice de respuestas es del 45%, mientras que alcanzan el 63%

cuando es mayor de 100 fmoles/mg. (96).
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Puesto que se ha demostrado que la sintesis de RPg
es estrégeno-dependiente, éstos receptores podrdn considerarse -
como un producto final de la accion estrogénica. De ello se de-
duce que la medida de ambos receptores permite predecir mejor
la respuesta al tratamiento endocrino. Numerosos ensayos clinicos
han confirmado esta hipdtesis y en tumores que poseen ambos re-
ceptores la respuesta a los tratamientos hormonales es de un -—-

75-80% (150).

El subgrupo de pacientes con tumores RE- RPg+, —-
aunque es pequefio (9%), muestra un porcentaje de respuestas de
alrededor de un 53%. SARRIF (151) observa que algunos tumores
con este fenotipo contienen RE si en la técnica de determinacidén
utiliza citosol previamente tratado con carbdén-dextrano, con el
fin de eliminar el estradiol enddgeno unido al receptor. El grupo

de pacientes con tumores RE+ RPg- responden en un 32% (150).

El estado menopatsico también afecta a la respuesta
a la terapettica endocrina y, en general, las mujeres postmeno-
patsicas responden mds frecuentemente que las premenopausicas.
Cuando cada grupo menstrual es analizado, las premenopatsicas
jovenes o postmenopausicas jévenes, tienen una proporcidén de res

puesta mds baja que las pacientes mayores de cada grupo (152).

Las pacientes que mejor responden segun la localiza-
cién de las metdstasis son aquellas que las presentan en tejidos
blandos, y las que responden peor son las metdstasis viscerales

y entre ellas las hepdticas. La terapia endocrina es raramente
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efectiva en las metdstasis con linfangitis pulmonares o en las -

lesiones de la piel de tipo inflamatorio (153).

Es bien sabido que las metdstasis pueden tener un com
portamiento bioldégico distinto al tumor primario y asi podrfan dar
se variaciones en el fenotipo de los receptores én el curso evolu-
tivo de la enfermedad. Por otro lado en muchas Apacientes no se -
puede obtener muestra bidpsica de sus metdstasis. Por tanto, una
importante cuestion que se plantea es si la determinacidén de los
receptores realizada en el tumor primario, en el momento de la -
mastectomia, sirve para predecir la respuesta a una terapeutica

hormonal en el momento de la recaida.

La mayoria de autores estdn de acuerdo que el indice
de positividad de los receptores, determinado en el momento de la
mastectomia, muestra una buena correlacién con la respuesta a la
terapia endocrina en el momento de la recurrencia. KING (154) rea
liza un estudio del contenido de receptores de tumores obtenidos -
en diferentes tiempos en una misma paciente y encuentra que tan
s6lo en un 15% cambian el fenotipo en cudnto a RE y un 20% en

cudnto a RPg.

11.- TRATAMIENTOS HORMONALES.

Muchos enfoques terapeuticos cldasicos, recomendados
en el pasado, han perdido actualidad. Los procedimientos ablati-

vos, tales como la hipofisectomia y adrenalectomia, asi como la -
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administracién de grandes dosis de andrdégenos y estrdgenos son
cada vez menos utilizados, debido a su potencial morbilidad y

a las reacciones secundarias causadas por ellos.

Por otro lado, el mejor conocimiento de la accién hor-
monal en la célula diana, ha permitido desarrollar agentes nue-

vos con mejores indices terapeuticos.

La utilizacién de sustancias que actdan bloqueando
o modificando algin nivel de la accién de las hormonas esteroi-
deas, va a conseguir que se modifique el desarrollo tumoral.
Entre éstas se encuentran los antiestrdgenos, progesti-genos y

aminoglutetimida.

11.1.~ Antiestrbgenos.-

A este grupo pertenecen una serie de compuestos no
esteroideos, capaces de disminuir la incorporacidén de los es-
trogenos a nivel de los tejidos diana, tanto en el animal como

en el hombre. (155).

Esto se debe a que establecen un bloqueo competitivo
especifico a nivel de la célula tumoral entre los estrdégenos, cual-
quiera que sea su origen, y los receptores especificos. Los anti-
estrdgenos entran en la célula, sé unen al receptor de estrégeno
y bloquean parte del efecto estrogénico, especialmente la divi-
sién celular. Por otro lado se ha vistp que también producen

un aumento de los receptores de progesterona (156-157).
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El progreso de la quimica de los antiestrogenos ha
conducido a la sintesis de productos tales como tamoxifeno, de
gran eficacia terapeutica en el cdncer de mama, y con minimas

reacciones secundarias ( 155 ).

In vitro, el tamoxifén actda competitivamente impi-
diendo, de forma reversible, la fijacién de las moléculas de es-
tradiol a los receptores estrogénicos del dtero de rata, expli-
cando asi su accidén antiestrogénica. No obstante, no se descarta

que la droga inhiba por otro lado la produccién de estrégenos.
( 158 ).

Estudios realizados en cultivos celulares de carcinoma
de mama humano han demostrado que tamoxifén inhibe la incor-
poracién de timidina tritiada al DNA, pero este efecto puede
hacerse reversible tras la adicién de nuevas concentraciones de

estradiol (159 ).

Los ensayos iniciales de tamoxifen en el cdncer de
mama metdstasico fueron publicados por COLE en 1971 (160 )
y posteriormente por WARD en 1973 (161 ). Estos investigadores
mostraron que la frecuencia de regresiones en el cdncer de mama
metdstasico tratado con tamoxifén eran equivalentes a las apare-
cidas con altas dosis de estrégeno y por contra, dada su escasa
toxicidad, era de myor aceptacién por las pacientes compardndolo

con los estrdgenos.

Cuando se tiene en cuenta el estado de los receptores,

el indice de respuesta tumoral es de un 50-60%, si los RE son
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positivos, la medida de los RPg en el tumor puede ser utilizada
para mejorar la precisidén de respuesta, llegando a ser del 77%
cuando RE y RPg son positivos ( 162-163 ).

Varios ensayos indican que el tamoxifen es efectivo
tanto en pacientes pre como postmenopausicas, aunque la fre-
cuencia de respuesta aumenta con la edad, y con el tiempo trans-

currido después de la menopausia (164 ).

En relacién con la localizacién de las metdstasis,
segun los diferentes ensayos realizados, las lesiones de tejidos
blandos responden mejor que las &seas y viscerales. Hay que
sefialar que en pocas ocasiones se obtienen regresiones de metds-
tasis hepdticas y muy excepcionalmente en las metdstasis cere-

brales. (165 ).

La frecuencia de respuesta a una terapia endocrina,
después de la utilizacién de tamoxifén es mds elevada en las

pacientes que previamente han respondido a este compuesto (166 ).

La duracién media de la respuesta se sitia alrededor

de los 12 meses (165 ).

Tamoxifén ha sido empleado en una amplia escala de
dosificaciones de 10 a 120 mg/dia. pero no parece existir una
relacién dosis respuesta (167 ). Se acepta que la dosis mds a-

decuada es la de 10 mg dos veces al dia.
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11.2.- Progestinicos.—

Los progestdgenos en general fueron por mds de una
década considerados fdrmacos ménéres eh él tratamiento de la
fase diseminada del cdncer de mama. Esto se explica por los
pobres resultados obtenidos con éstos farmacos a dosis conven-

cionales.

A partir de 1973 es cuando la medroxiprogesterona
(MPA) se reevalua como fdarmaco eficaz en el tratamiento de la
fase avanzada del cdncer de mama. El empleo de altas dosis
(1000 a 1500 mg/dfa i.m.) indujo un mayor porcentaje de res-

puestas (168 ).

El MPA actda por intermedio del receptor de proges-
terona y antagoniza el efecto del estrégeno sobre la divisién
celular. Este efecto antiestrogénico es de gran importancia, pero

su mecanismo no es completamente conocido. ( 166 ).

El progestdgeno mds cominmente usado es la medroxi-
progesterona acetato, que puede ser administrado por vfa paren-
teral u oral. Las dosis utilizadas por via intramuscular han
sido de 100 a 2000 mg/dia. Las dosis empleadas por via oral
han sido de 400 mg/dia. La dosis 6ptima segun los
diversos autores estd comprendida entre 500 y 1000 mg. i.m.
al dia durante un mes, como terapia de ataque, continuando

con 500 mg. 2-3 veces a la semana como mantenimiento(169-171).

Con estas dosis el indice de respuestas objetivas
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alcanzado es similar a las obtenidas con antiestrégenos.

Las altas dosis respecto a las dosis mas bajas pre-
sentan obviamente una mejorfa en cudnto a indice de respuesta
y de las condiciones generales de las pacientes, junto con la
paliacién del dolor. Sin embargo, son responsables de la mayor
incidencia de efectos colaterales y en particular de abcesos

gliteos.

La respuesta con MPA fueron mds frecuentes en pa-
cientes con metdstasis en partes blandas y Jdseas. Por el con-

trario las metdstasis viscerales fueron poco sensibles (171 ).

11.3.- Aminoglutetimida.-

Tanto la adrenalectomia bilateral como la supresién
suprarrenal con grandes dosis de costicosteroides, son métodos
reconocidos para el tratamiento del cdncer de mama metastdsico.
Sin embargo, la mortalidad operatoria y la morbilidad post-ope-
ratoria limitaron el uso de la adrenalectomfa a un nimero muy
seleccionado de pacientes. Con las dosis elevadas de corticoste-
roides se producfan efectos secundarios importantes, ademds de
que con éstos ultimos la frecuencia de respuesta era significa-
tivamente menor y de mas corta duracién comparada con la adre-

nalectomfa.

Para evitar estas limitaciones GRIFFITHS ( 172 ), fué

el primero en sugerir el empleo de un inhibidor directo de la
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sintesis esteroidea suprarrenal, la aminoglutetimida, como medio

alternativo de conseguir la eliminacidén suprarrenal.

La aminoglutetimida, un derivado del hipnético glute-
timida, fué utilizada como anticonvulsionante en 1960, pero re-
tirada posteriormente a causa de su efecto sobre la corteza su-
prarrenal. Investigaciones posteriores demostraron que el fdrmaco
causa una inhibicién reversible de la biosintesis suprarrenal de
cortisol, aldosterona y andrbgenos, al impedir la conversién en-
zimdtica del colesterol en delta-5 pregnenolona. También actia
inhibiendo el enzima aromatosa el cual interviene en la conver-

sién periférica de androstendiona a estrona (173 ).

En los cinco dltimos afios se ha estudiado por varios
investigadores el efecto de la aminoglutetimida en el tratamieento
del cdncer de mama metdstasico ( 174 ). Los ensayos iniciales se
limitaron a pacientes que se habfan hecho refractarias al trata-
miento humoral previo, o a enfermas con alto riesgo quiridrgico
para la adrenalectomfa. En 134 pacientes, se obtuvo globalmente
un 33% de respuestas objetivas, pese al mal estado general de

las mismas (175 ).

M&s recientemente, ha sido empleada la aminoglute-
timida en pacientes que eran subsidiarias de adrenalectomia o
hipofisectomia. En estas condiciones la frecuencia de respuestas
se situdé entre 30-50% dependiendo de los factores de seleccidén
de las pacientes y de los criterios de respuesta manejados por

los diferentes investigadores ( 174 ).
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Cuando las pacientes que reciben éste tratamiento se
seleccionan en base al contenido de RE el indice de respuestas
se situa alrededor del 58-60%. la duracién de las respuestas
conseguidas parece muy sehejdnte a lasv obtenidas con los métodos

ablativos quirdrgico (176 ).

A causa de que el tratamiento con aminoglutetimida
origina una insuficiencia suprarrenal es neceéaria la terapia
sustitutiva esteroidea sea con dexametasona o hidrocortisona. Es
preferida la ultima porque la aminoglutetimida se ha demostrado
que acelera el metabolismo de la dexametasona, y ello puede pro-
vocar la liberaciéon de ACTH hipofisaria, la cudl puede sobrepasar

el bloqueo suprarrenal creado por la aminoglutetimida ( 177).

En general, la aminoglutetimida se ha empleado a
una dosis inicial de 250 mg. 4 veces al dfa. Aunque no graves,
son frecuentes los efectos secundarios y aproximadamente 40-50%
de las pacientes tratadas presentan erupciones cutdneas maculo-
papulosas y efectos neurolégicos como letargia, somnolencia y
ataxia. Afortunadamente éstos desaparecen de forma espontdnea
en las 6 primeras semanas de tratamiento en el 95% de los casos,

pese a la continuacidén del mismo. ( 174 ).

Por el déficit de la sintesis de aldosterona es nece-
sario el reemplazamiento mineralocorticoideo en aproximadamente

el 20% de las pacientes.

Con el fin de disminuir los efectos secundarios pro-

ducidos por esta droga, se han realizado estudios comparando la
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dosis de 500 mg. dia frente a 1000 mg. dfa y se ha comprobado
que se reduce la intensidad de los mismos, sin comprometer la

actividad antitumoral (178 ).

Su utilidad ha sido demostrado sobre todo en pa-

cientes con metdstasis en tejidos blandos y en 6seos ( 174 ).

Basdndose en los datos actuales parece ser que la
adrenalectomia quimica mds la hidrocortisona, suponen una al-
ternativa adecuada a los grandes métodos ablativos de adrena-

’

lectomia e hipofisectomia.

Su manejo es simple, evita el riesgo de mortalidad
quirdrgica, y por ser reversible la supresién suprarrenal con
la aminoglutetimida, no necesita un tratamiento de mantenimiento

esteroideo a largo plazo.

11.4.- Combinaciones hormonales.-

A fin de mejorar el tratamiento hormonal del cdncer
de mama, se han desarrollado estudios para determinar si una
combinacién de hormonas es superior a los agentes hormonales

empleados aisladamente.

Se han publicado estudios referidos a la eficacia de
tamoxifen formando parte de un tratamiento combinado en asocia-
cién con otros tratamientos endocrinos. La asociacién con MPA
no supuso mejora alguna sobre tamoxifen solo, pero un defecto

imputable a este ensayo parece ser la baja dosis de MPA em-
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pleada (100 mg/dfa) ( 179).

Basados en sus diferentes mecanismos de accién se
estan realizando estudios utilizando secuencialmente el tamoxifen
y el MPA, ya que el tamoxifen aumenta la concentracién de re-
ceptores de progesterona por tanto la susceptibilidad de las cé-

lulas tumorales a los efectos inhibitorios de las progestinas

(180 ).

También se han realizado ensayos combinando tamo-
xifen con aminoglutetimida, basados en la que aminoglutetimida
al disminuir la tasa de estrégenos en el organismo, podria me-
jorar el indice de respuesta a tamoxifen y por tanto que la

combinacién de aminoglutetimida mas tamoxifen seria mds eficaz.

Tanto en estudios experimentales como humanos se ha
demostrado que la reproduccién de los estrégenos circulantes
potencian la accibén del antiestrdgeno tamoxifen. Las investiga-
ciones de LIPPMAN y cols ( 156 ) han puesto de manifiesto en
la linea celular de cdncer de mama humano MCF-7, que la ac-
tividad estimuladora de los estr8genos excede significativamente
a la accidén supresora del tamoxifen. Asimismo estos autores a-
firman que la afinidad de los estrégenos por los receptores es-
trogénicos es 100 a 1000 veces mayor que la de tamoxifen. Por
tanto, aunque se sabe que el tamoxifen ejerce una actividad
antitumoral en presencia de estro'genos, en teorf#, el efecto
supresor de tamoxifen podria mejorarse reduciendo los niveles

estrogénicos. Asi, la competencia entre estrdgenos y tamoxifen
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rg .
por los receptores se resolveria a favor de tamoxifen.

Nc obstante, en los estudios realizados no se ha po-
dido establecer una clarar superriorridad de la combinacién de
aminoglutetimida y tamoxifen sobre estos agentes usados inde-
pendientemente ( 181 ), aunque existe una base suficiente para

desarrollar estudios randomizados en este campo.

11.5.- Quimioterapia-hormonoterapia.-

La heterogeneidad bioldgica es probablemente uno de
los factores mds importantes que intervienen en el grado y la
duracién de la respuesta a una terapeitica endocrina y citotdé-

xica en los cdnceres de mama.

Recientemente se ha demostrado que en el momento
en que el cdncer de mama es diagnosticado clinicamente (es

2 células) contiene varias

decir, cuando existen alrededor de 10
subpoblaciones celulares de diferentes fenotipos. Estas subpobla-

ciones pueden presentar diferencias en sus caracteres metabédlicos,
en el contenido de receptores hormonales y en su inmunogenicidad:

y cada subpoblacién puede responder diferentemente a un trata-

miento endocrino, citotéxico o radioterdpico.

Las observaciones citoquimicas sobre la distribucién
de los receptores hormonales en las células de cdncer de mama,
muestran una mezcla de tipos celulares en cudnto a contenido de

receptores (182).
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La presencia de una tasa aumentada de RE detectada
por métodos bioquimicos se asocia generalmente a una elevada
proporcién de células RE positivas, y éstos resultados hacen
pensar que el grado de respuesta hormoﬁal en los cdnceres de
mama, depende de la proporcién de células RE positivas en un

tumor.

Igualmente se ha demostrado que la tasa de RE
puede ser discordante en muestras multiples y simultdneas, en
el caso de un mismo tumor, e incluso entre dos tumores de una
misma mama (183 ). El grado de discordancia entre dos biopsias
simultdneas en dos grandes series es de 15 y 17% ( 184) y ha
sido del 24% en tomas de biopsias serias realizados en el caso

de la misma paciente (185)

Todo ello nos induce a pensar que la mayorfa de
tumores de mama son heterogéneos y estdn constituidos por por-
centajes variables de células hormonodependientes (receptores
positivos) al lado de otras que no lo son (receptores negativos).
Ello condiciona que la respuesta terapeutica a la hormona o
quimioterapia no sea homogénea en todas las células, asi como
la existencia de grupos celulares resistentes a uno u otro tipo

de tratamiento.

Considerando el diferente mecanismo de accidén de
ambas formas terapeilticas junto a la hipdtesis de una doble po-
blacién celular en este tipo de tumores, la aproximacién més

légica podria ser la combinacidén de quimioterapia y hormono-
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terapia en aquellos tumores con receptores hormonales positivos.

Aunque tedricamente es un planteamiento terapeitico
atractivo, los resultados obtenidos con combinaciones quimiotera-
pia-hormonoterapia no logran demostrar una superioridad del

tratamiento combinado

La mayoria de los ensayos indican una mejorfa en el
indice de respuestas, asi como en su duracién con este tipo de

tratamiento pero la supervivencia global no parece incrementarse
(186-188 -

Los resultados de combinacién ooforectomfa y quimio-
terapia en pacientes premenopatsicas parece ser generalmente
superior a la quimioterapia séla en la mayoria de las series,
pero son necesarios mas estudios para asegurar un claro bene-

ficio en la supervivencia de estas pacientes ( 187-189 ).

En mujeres postmenopausicas los resultados son menos
favorables, y no hay una diferencia significativa de la super-
vivencia cuando estas combinaciones terapeuticas se comparan

con el uso secuencial de hormonas y quimioterapia (190 ).

En todos los estudios realizados con combinacién
hormono-quimioterapia se echa de menos la falta de informacién
acerca del estado del receptor de las pacientes que entraron en
el estudio; por tanto la interpretacién de los resultados es

diffcil.
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11.6.- Nuevas formas de administracién quimioterapia-hormonoterapia.

Los tumores RE positivos tienden a ser mds diferen-
ciados, con pequefia fraccién de crecimiento, como se ha demos-
trado con las medidas de indice mitético con marcaje de timidina

tritiada (137-138 ).

WEICHSELBAUM ( 191 ) ha mostrado un incremento de
la sensibilidad al Ara-C en las células de cdncer de mama hu-
mano RE positivas, tras aumentar el indice de crecimiento por
la administracién de concentraciones fisiolégicas de 17-beta es-
tradiol. Posteriormente, si la fraccién de crecimiento de éstas
células disminuye por la adicién de dosis farmacolégicas de es-

tréogenos, la sensibilidad al Ara-C decrece.

LIPPMAN y cols ( 156 ), han estudiado los efectos
de los estrégenos y antiestrégenos en el crecimiento de células
de cdnceres de mama humanos. En un ensayo dondo se afiadid

8

estradiol 10~ M & tamoxifen 10-7 M a las células en el momento
cero, no aparecieron diferencias en el crecimiento célular de la
poblacién control y en las células con estrbgenos durante las
primeras 14 horas; después, cuando el estradiol estimula las
células empiezan a incorporar timidina en una proporcién mayor
que las células control. En cambio las células tratadas con ta-
moxifen, muestran una inhibicién alrededor de las 14 horas. A
8

las 36 horas se les afiadié estradiol 100 M a la mitad de las

células incubadas con tamoxifen. Después de 12 horas se vid
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en éstas células un pico en la incorporacién de timidina con
unos niveles que excedieron, no sélamente los de control, sino

.2 . . /
también los niveles estimulados por estrogenos.

La reversibilidad de la inhibicién del tamoxifen por
el estradiol as{ como la observacién de que el efecto de tamoxi-
fen es prevenido por la administracién simultdnea de estradiol,
sugiere que el tamoxifen inhibe a las células actuando sobre
receptores de estrdgenos, y no por un efecto téxico inespecifico
de los antiestrégenos. Ademds el aumento de los niveles de in-
corporacién de timidina sobrepasando al control sugiere que es-
tas células pueden ser bloqueadas por un antiestrbégeno en un
estadio del ciclo celular, pero que cuando afiadimos estradiol
revierte la inhibicién producida por el tamoxifen en una larga
proporcién de células que entran en la fase del ciclo celular

de sintesis de DNA.

Con todo ello, y basados en que el cdncer de mama
exhibe heterogeneidad celular en cuanto al estado de RE; que
la terapeutica hormonal y quimioterdpica tiene diferentes meca-
nismos de accién y de toxicidad; y que los agentes ciclo-espe-
cificos son mds efectivos en aquellas células en rdpida divisién,
las combinaciones de hormono-quimioterapia utilizadas con se-
cuencias racionales, pueden dar un mayor indice de respuestas

cuando se comparan con una terapeutica aislada.

Asi se han realizado diversos ensayos con este tipo

de combinaciones. LIPPMAN ( 192 ) realiza un estudio randomizado
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con quimioterapia versus antiestrégenos seguidos con dosis
fisiolégicas de estrSgenos y posteriormente quimioterapia.
Estos autores no encuentran diferencias
, r'd
en cuanto al numero de respuestas, pero si que hallan una ma-

yor duracién de la respuesta y de la supervivencia.

La ORTC (193 ) ha realizado un estudio usando una
estrategia similar de una induccién inicial con ablacién endo-
crina, seguida por dosis fisiolégicas de estrégenos, y por qui-
mioterapia. Sus datos iniciales han mostrado una alta proporcidén

de respuestas incluyendo remisiones completas en mds del 50%.

ALLEGRA (194 ) también utiliza un esquema similar
de tratamiento con tamoxifen, estrégenos y una quimioterapia con
metrotrexate y 5-fluoruracilo, obteniendo un aumento de respues-

tas globales, de los cuales 56% son respuestas completas.

Por tanto el uso de estos esquemas terapeuticos

parece prometedor en estos ensayos iniciales.

11.7.- Terapeutica adyuvante con hormonoterapia.-

En Europa se vienen realizando varios ensayos con
tamoxifen como terapia coadyuvante. Entre ellos los de PALSHOF
en Copenhage, ( 195 ). RIBEIRO ( 196 ) en Manchester y un en-
sayo multicéntrico de BAUM ( 197 ) en Inglaterra. Utilizan el ta-
moxifen en los estadios 1 y Il tanto en pre como en postmenopau-

sicas.
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Se han publicado sblo resultados preliminares de
estos ensayos. En dos estudios todas las pacientes han sido ob-
servadas al menos 5 afios; en el resto el tiempo medio de obser-
vacidén se encuentra entre 17 y 29 meses. Los datos de supervi-
vencia todavia no han sido publicados en la mayoria de estos

ensayos.

En el grupo de Copenhage con un tiempo medio de
seguimiento de 78 meses, el aumento en el intervalo libre de
enfermedad solo fué significativo en pacientes postmenopausicas,
mientras que en las pacientes premenopausicas no se alcanzd la
significacién estadistica. En el grupo de Manchester en que las
pacientes premenopausicas fueron comparadas con castracién ra-
dioterdpica versus tamoxifen la supervivencia a los 5 afios fué
similar en ambos grupos. En el grupo de pacientes postmenopau-
sicas la supervivencia global no mejoré a los 5 afios en las que
fueron tratadas con tamoxifen frente al grupo control, pero un
subgrupo de pacientes con mds de 4 ganglios positivos afectos,
mostraron un beneficio significativo de la terapeutica adyuvante

con tamoxifen.

El estado de los RE en el tumor primario se valord

en la mayoria de pacientes que se incluyen en estos ensayos.

En el grupo de Copenhague no se encontrdé correla-
cién entre el efecto terapettico del tamoxifen y el estado del
receptor tanto en pre como en postmenopausicas, aunque éstos

datos son todavia muy preliminares.
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En el estudio de BAUM, tampoco se observan diferen-

cias significativas en cuanto al estado de RE.

Los datos de éstos estudios indican que el tamoxifen
como agente tnico puede prolongar el intervalo libre de enferme-
dad en algin grupo de pacientes. Y es probable que los recep-
tores esteroideos puedan ser utilizados como factores predictivos
para la eficacia de la terapia endocrina, pero los resultados
son todavia preliminares y actualmente no se pueden extraer

conclusiones.

11.8.- Terapeutica adyuvante con quimioterapia + hormonoterapia

FISHER ( 198 ) ha publicado los resultados del pro-
tocolo B-O9 del NSABP. En este ensayo se incluyen pacientes con
mastectomia radical y uno o mas ganglios axilares positivos.
Realiza una randomizacién, y a un grupo se le administra L-Pam
y' 5-FU y al otro L-Pam, 5-FU mds tamoxifen. Las pacientes
fueron estratificadas segin la edad y el nimero de ganglios

positivos.

La recurrencia de enfermedad a los 3 afios se redujo
en las pacientes mayores de 50 afios y que tomaban el régimen
de tres drogas y ademds tenfan receptores positivos. Este bebe-
ficio era mayor en las que tenfan mds de 4 ganglios positivos
y niveles de receptores elevados tanto de RE como de RPg. En

este estudio se concluye que el contenido de RPg en los tumores
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es un factor predictivo de la efectividad del tratamiento combi-

nado quimio-hormonoterapia.

El estudio del CASE WESTERN RESERVE donde incluye
pacientes con estadio 11 y en las que se conocia el estado de
RE, es un ensayo randomizado con dos brazos, uno de quimiote-

rapia y otro de quimioterapia mds tomoxifen.

La tasa de recurrencia en pacientes RE positivas
tratadas con la combinacién quimio-hormonoterapia fué mds baja
que en las pacientes RE positivas tratadas con quimioterapia

sélof{ 101)-

El grupo LUDWING ( 199) realiza un ensayo de tera-
petitica adyuvante en mujeres postmenopausicas con cdncer de
mama y compara la quimio-hormonoterapia con tratamiento hormona

sblo.

Tras un seguimiento de 36 meses la supervivencia li-
bre de enfermedad fu€é significativamente mayor en las pacientes
con el tratamiento combinado que en las que se les administrd
sblo endocrinoterapia. Cuando analizan los patrones del primer
fracaso, se observd que la quimio-hormoterapia reducfa las re-
caidas locales, regionales y a distancia, mientras que la endo-
crinoterapia disminuia unicamente las recidivas lécales y regio-

nales.

Aunque prometedores, los resultados son todavia
prematuros para extraer cualquier tipo de conclusién, siendo

necesarios nuevos estudios en este sentido para confirmar los
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resultados.

12.- RECEPTORES HORMONALES COMO FACTOR PRONOSTICO

La utilidad de las determinaciones de receptores no
se limita a la prediccion de la respuesta del cdncer de mama
a la terapeitica endocrina. Se ha demostrado que la presencia
o ausencia de los mismos en el tumor primario es también un

factor pronéstico.

Pacientes con RE positivos tienen un mayor intervalo
libre de enfermedad y supervivencia que aquellas con tumores

que carecen de los mismos.

VALAGUSSA ( 990 ) demuestra que pacientes con gan-
glios negativos y receptores estrogénicos negativos tienen un in-
tervalo libre de enfermedad similar a pacientes con ganglios po-
sitivos, sirviendo esto de base para poder seleccionar subgrupos
de pacientes con ganglios negativos, que pueden tener una evo-
lucién mds desfavorable y podrfan beneficiarse de una terapeid-

tica adyuvante.

En lo que respecta a los RPg,PICHON (201 ) ha de-
mostrado que su positividad es un factor de buen pronédstico,
aun en los casos que presenten factores desfavorables, tales
como ganglios axilares afectos, premenopausia, etc. Estos ha-
llazgos son similares a los observados por POUILLART (202 )

en el cdncer de mama metdstasico.
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CLARK ( 203 ) igualmente observa que en pacientes
con estadio II de cdncer de mama que recibieron terapettica
adyuvante la existencia de RPg fué mds importante que la de
RE como predictora de una mayor supervivencia libre de enfer-
medad. Analizando diferentes factores prondsticos, tales como
tamafio. tumoral, afectacidén axilar y tratamiento recibido, séla-
mente el nuimero de ganglios positivos y la presencia de RPg
fueron significativos en la prediccién de un mayor intervalo
libre de enfermedad. No obstante, se requieren largos perfodos
de seguimiento para definir mejor la superioridad de los RPg
sobre los RE en cudnto a su influencia en el pronédstico de

esta enfermedad.
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PLANEAMIENTO DE TRABAJO

El cdncer de mama es, sin duda alguna, el que con
mayor frecuencia padece la mujer. Aproximadamente una de cada
13 contraerd esta enfermedad, que adoptard la forma diseminada

metastdsica en el 60-70% de los casos.

Para abordar esta fase avanzada de la enfermedad
se dispone bdsicamente de dos tipos de terapetticas, la quimio-

terapia y la hormonoterapia.

La hormonodependencia del cdncer de mama se conoce
desde 1896 cuando BEATSON ( 2 ) observd la regresién de tumores
inoperables en pacientes premenopausicas, tras realizar la ova-
riectomfa. Posteriormente se utilizaron con el mismo fin la adre-

nalectomia y hipofisectomia que alcanzaron similares respuestas.

Estos procederes ablativos servfan para eliminar las
fuentes de hormonas circulantes, las cubles estimulaban o mante-

nfan el crecimiento de los tumores de mama.

La eleccién de la terapia endocrina para estas pa-
cientes se realizaba de forma empirica, basados en ciertos cri-
terios clinicos tales como, estado menopausico, intérvalo libre

de enfermedad, tipo de lesién dominante. Y a pesar del tipo de
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terapia endocrina empleada la regresién tumoral tan sélo ocurrfa

en un 20-30% de las pacientes.

Sin embargo, en las dos décadas pasadas, las inves-—
tigaciones realizadas por FOLCA ( 10 ) y JENSEN ( 11 ) sobre el
modo de accién de las hormonas esteroideas, y la identificacidén
de sustancias citopldsmicas responsables de la retencién estrogé-
nica "Receptores hormonales" han permitido comprender y tratar

mejor los cdnceres de mama.

Los resultados provenientes de la mayoria de labora-
torios han mostrado que los cdnceres de mama que no contienen
receptores citopldsmicos de estrdgenos raramente responderdn a

una terapettica endocrina.

No obstante, aunque la presencia de receptores estro-
génicos es una condicidén necesaria, ella no siempre es suficiente
para obtener una respuesta favorable, ya que el 40% de las pa-

cientes no responden a pesar que el resultado sea positivo.

HORWITZ ( 75 ) sugiere que ciertos tumores RE posi-
tivos no responden a manipulaciones endocrinas, porque exXiste
un defecto en algun paso distal del mecanismo de accién estro--
génica, conduciendo a un crecimiento auténomo. Es necesario
confirmar la integridad de la secuencia metabdlica que es desen-
cadenada por la unién del estrégeno al receptor. tos receptores
de progesterona son un producto final de la accién de los es-
trégenos a nivel celular. Por tanto la determinacién de ambos

receptores en un tumor nos dard una visién mds amplia del
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mecanismo hormonal celular.

Todo ello, sugiere que en los tumores de mama debe
ser medido tanto el contenido de RE como de RPg, y estos resul-
tados pueden ayudarnos a individualizar el tratamiento de las

pacientes con cdncer de mama.

Con esta finalidad, la primera parte del trabajo ha
estado dirigida al estudio de la reproductibilidad metodolégica
ded ensayo de Carbdén-Dextrano para la determinacién de recep-
tores de estrdgeno y progesterona en nuestro laboratorio, y para
su cuantificacién mediante el método matemdtico de Scatchard con
cinco puntos. Para ello, valoraremos en un tejido homogéneo y

rico en ambos receptores, como es el utero de vaca:

- La variabilidad intraensayo en tejido pulverizado

y en ''pool" de citosol del mismo.

- La variabilidad inter-ensayo en tejido pulverizado

y en 'pool" de citosol.

- La influencia de la forma de conservacién del
tejido pulverizado. Congeldndolo a 80°C, o en Ni-

trdgeno liquido (-196°C).

La metodologia anterior exige cantidades suficientes
de tejido tumoral que en ocasiones es prdcticamente inviable,
sobre todo, si proceden de biopsias de metdstasis o de tumores
pequefios. Por lo cual nos proponemos estudiar la posibilidad

de sustituir la sistemdtica anterior por otra técnica mds simple
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que consista en utilizar una sdéla concentracién de hormona mar-

cada. A esta metodologia le llamaremos '"Monopuntual". Para ello:

- Realizaremos una valoracidén estadistica investigando
el coeficiente de correlacién entre los dos métodos

Monopuntual y Scatchard.

Tras la valoracién del método de determinacidén de
receptores y averiguar su reproductibilidad nos proponemos ana-

lizar el contenido de RE y RPg en:

— Tumores localmente avanzados que por las caracte-
risticas de los mismos, las pacientes reciben un
tratamiento de induccidén con quimioterapia y luego

pueden ser intervenidas quirdrgicamente.

- Lesiones metastdsicas de cdncer de mama que sean

accesibles para biopsiar.

- Tumores localizados de mama, en los que la primera

actitud terapeutica es la mastectomia.

Existen investigadores que han aportado datos sobre
la distribucién de RE y RPg en cuanto a positividad o negativi-
dad, pero hay pocas publicaciones sobre niveles cuantitativos y

relacién entre ellos.

Se ha demostrado que los niveles de RE presentes
en un tumor son mds importantes que la existencia o ausencia

de los mismos en cuanto a la obtencién de una respuesta a la
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terapia endocrina. Ademds parece ser que existe una relacidén
directa entre los niveles de RE y porcentaje de RPg positivos

en un tumor. Por ello:

- Analizamos las relaciones entre nivel de RE y

frecuencia de aparicién de RPg.

La mayoria de estudios muestran que las mujeres
postmenopatusicas, as{ como de mayor edad, presentan una inci-
dencia mds alta de RE positivos que en premenopatsicas. pero
existen muchas controversias en cual es el factor responsable
de este aumento. No obstante, se ha sugerido que la existencia
y cantidad de RE y RPg pueden ser regulados en el mismo te-
jido tumoral, y que factores hormonales pueden influir en el
contenido de receptores en el propio tumor. También se ha su-
gerido que los niveles elevados de progesterona en la fase lu-
teinica del ciclo menstrual juegan un papel importante en cuan-
to a la menor incidencia de RPg positivos en pacientes interve-

nidas en esta fase del ciclo.

Por lo cual, nos proponemos analizar en los tumores
localizados de mama, la incidencia y nivél de RE y RPg en re-

lacién con el:
- Estado menopadsico.
- Edad de las pacientes.
- Fase del ciclo mentrual en el momento de la

mastectomia.



-77-

El contenido de receptores en un tumor de mama,
puede reflejar diferencias en el huésped o en los mecanismos
patogénicos del tumor pudiendo existir relacién entre los recep-
tores y aquellos factores que reflejan actividad tumoral en
cdncer de mama. Analizamos si factores de riesgo bien estable-

cidos se relacionan con la presencia de receptores en el tumor:

— Tamafio tumoral.

- Numero de ganglios.

La causa por la que un cierto nimero de pacientes
con tumores RE positivos no respondan al tratamiento, asf como
el que ciertos tumores RE negativos si lo hagan, no estd acla-
rada. Segin la experiencia de distintos autores, una explicacién
a estos hechos estaria en la variabilidad en el contenido celular
de receptores en las diversas partes de un mismo tumor, y es

por lo que queremos:

- Investigar la incidencia de la variacién intratu-
moral en contenido de receptores de estrdgeno en

tumores de mama.

Una nueva linea de investigacién ha sido afiadida a
la determinacién de receptores. Se ha demostrado que los tumores
que no contienen RE recaen mds precozmente que los tumores con

RE positivos.

Los trabajos de PICHON ( 201), CLARCK (203) y
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FISHER (198) demuestran que los receptores de progesterona son
un factor prondstico independiente del estado menopausico, nu-
mero de ganglios axilares infiltrados y tipo de tratamiento re-
cibido. Ademds sefialan que los RPg introducen un mayor cri-
terio de seleccién pronédstica que los RE, ya que pueden ser con-
siderados como un marcador de la respuesta de la accidén estro-
génica, y como tal podrian ser reflejo en un tumor de una ma-

yor diferenciacién celular.
Los datos existentes no son concluyentes.
En nuestro estudio nos proponemos analizar:

- El indice de recafdas, en un grupo de pacientes
con cdncer de mama estadios I, II y III que re-
cibieron tratamiento adyuvante, y relacionarlas

con la presencia de RE y RPg en sus tumores.
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MATERIAL Y METODOS.-

1.- MUESTRAS TUMORALES

Este estudio estda realizado en una serie de 332 mues-
tras tumorales que proceden de mujeres con neoplasias de mama,
diagnosticadas en el Hospital Clinico Universitario de Valencia
(HCUV) y en el Hospital General de Valencia (HGV), entre mayo

de 1.982 y diciembre de 1.984.
La distribucién de las muestras analizadas es:

-~ 20 carcinomas de mama localmente avanzados

(T3b—4 NO-1-2-3M0) o con caracteristicas evolutivas
(PEV 1-2-3). este grupo de pacientes fueron mastec-
tomizadas tras haber recibido todas ellas tratamien-

to citostdtico + radioterapia.

La muestra tumoral para el andlisis de receptores

se obtuvo de la pieza de mastectomia.

- Metdstasis de carcinomas de mama, de diversas

localizaciones:
* 13 ganglios axilares contralaterales y gan-

glios supraclaviculares homolaterales o
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contralaterales.

*

13 lesiones cutdneas.

*

10 recidivas sobre cicatriz mastectomia.
* 3 mama contralateral.

* 1 metdstasis cerebral.

La determinacién de receptores se hizo biopsiando
el lugar de la metdstasis que era accesible.

- 267 Carcinomas de mama localizados. Las pacientes

de este grupo fueron mastectomizadas, sin
haber recibido ningin tipo de tratamiento
citostdtico, Humonal ni radioterdpico previo.
Estas pacientes pertenecen a los estadios 1,

11 y III.

Todas las muestras tumorales fueron divididas, re-
mitiéndose una seccién para la determinacién de receptores tu-

morales y el resto de la muestra para estudio histopatoldgico.

La porcién destinada para el estudio de receptores,
cuando ésta procedia del Hospital Clinico, se introducfa inme-
diatamente en nitrdgeno liquido, procediéndose a su envio al
laboratorio de receptores hormonales, donde se almacenaba a

-80°C, hasta el momento de la realizacién de la técnica.

Las muestras procedentes del Hospital General, se
introducifan recubiertas de algin material aislante, en un re-
cipiente lleno de hielo, o en nitrégeno liquido y transportadas

al laboratorio de receptores del Hospital Clinico, donde se
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procesaban de la misma forma que las anteriores.

En el grupo de pacientes con tumores localmente a-
vanzados se realizdé el diagnéstico por medio de examen clinico,
mamografia y termograffa, y se les practicé una puncién aspira-

tiva o biopsia para el diagndstico histolégico.

A este grupo de pacientes se les administraron de
3-5 ciclos de quimioterapia de induccién con adriamicina (ADM),
vincristina (VCR) 5-fluoruacilo (5-FU) y melfaladn, y en dos

pacientes se les asocidé radioterapia.

En todas las pacientes de este grupo tras el trata-
miento de induccidén fué posible realizar una mastectomia radical

modificada.

Posteriormente, las pacientes siguieron con tratamiento
sistemdtico con la asociacién qumioterapia de ADM, 5-FU y CPM,
hasta que la dosis de adriamicina total alcanzé los 450 mg/m2.
siguiendo posteriormente hasta completar los 12 meses de trata-

miento con un esquema de CPM, 5-Fu y metrotrexate (MTX).

A las pacientes con receptores hormonales positivos
se les asocié tratamiento hormonal con tamoxifen 20 mg/dfa, du-

rante 12 meses.

El seguimiento de las pacientes se realizé de la si-
guiente forma: exploracién, hemograma, biologia hepdtica, fun-
cién renal, Ca, P y CEA cada tres meses los dos primeros afios,
posteriormente ;:ada 6 meses. Una radiograffa de térax cada 6

meses y gamagrafia osea y mamografia al afio. La evidencia de
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recaida, cuando fué posible, se confirmé mediante biopsia.

Las pacientes con lesiones metastdsicas, recibieron
tras la biopsia y confirmacién histolégica del tumor, tratamiento
hormonal, quimioterdpico o ambos, segiin el resultado de la de-
terminacién de receptores. Los esquemas terapeuticos aplicados
en este grupo de pacientes fueron realizados segin la edad y

''status performance” de las mismas.

Las pacientes del grupo con tumores primarios que
fueron mastectomizadas inicialmente, y cuyo diagnéstico se rea-
liz6 en el HCUV, se estratificaron segun grupos de riesgo con
arreglo al TNM (204) para recibir un tratamiento adyuvante

sistémico con quimioterapia mds menos hormonoterapia.

Las pacientes fueron consideradas premenopatsicas,
si la fecha del ultimo perfodo menstrual era menor o igual a
12 meses y postmenopausicas si la Wdltima menstruacién habfia
tenido lugar hacfa mds de un afio, o si los ovarios habfan sido

extirpados hacfa mds de 12 meses.

En pacientes con perfodo menstrual activo en el mo-
mento de la mastectomfa se anotdé la fecha de la ultima regla
antes de la intervencién, asi como la regularidad de sus ci-

clos menstruales.

El tamafio tumoral, y el ntumero de ganglios infil-

trados se obtuvieron del informe histopatolégico.

El tratamiento adyuvante se realizd del siguiente

modo:
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1.- Las pacientes con tumores de hasta 5 cms. de
didmetro y sin ganglios axilares afectos recibieron 3 u 8 ciclos
de una combinacién de ADM y CPM, segin el tamafio tumoral

fuese un T1 e} T2.

2.- Las pacientes con ganglios axilares infiltrados
se subdividieron segin el nuimero de los mismos en dos grupos:
de 1-3 y mds de 3; ambas recibieron 8 ciclos de una combina-
cién de cuatro fdrmacos ADM, CPM, 5-FU y MTX. En el grupo de
mds de 3 ganglios la dosis de ADM fue mayor. El MTX se su-
primié en ambos grupos de pacientes tras los tres primeros ci-

clos.

3.- El grupo de pacientes con tumores T3b—4,N1—2—3
M'o pero que fueron mastectomizadas inicialmente, recibieron un
tratamiento con ADM, CPM y 5-FU durante 8 ciclos y posterior-
mente un esquema de CPM, 5-FU y MTX hasta completar los 12

meses de tratamiento.

Cuando los receptores esteroideos fueron positivos,
las pacientes recibieron ademds hormonoterapia con tamoxifen

20 mg/dia durante un afio.

Si las pacientes presentaban trastornos ECG, o tenfan
mds de 70 afios, se les administré un esquema de tratamiento
similar al anterior pero sin ADM, la cual se sustitufa por

MItomicina-C.

Tras el diagndstico de carcinoma de mama, a todas

las pacientes se les relizé el siguiente estudio de extengidn:
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historia y examen fisico, estudio de laboratorio (hemograma,
VSG, biologfa hepdtica, renal, LDH, CA, P y glucemia, CEA),
electrocardiograma, radiografia de torax, gamagraffa &sea, y

ecografia hepatica.

Antes de las administracién de cada ciclo de qui-

mioterapia se realizé exploracién fisica, hemograma y ECG.

Si las cifras de granulocitos eran menores de 2000/

3 3

cm” y/o el contaje de plaquetas menor de 125.000/cm“ antes del
ciclo, se retrasaba una semana la administracién del tratamiento
y si las cifras se mantenfan bajas se disminufa el 25% de la

dosis.

El seguimiento de las pacientes se realizé de la
misma forma que el de las pacientes con tumores localmente a-

vanzados que recibifan quimioterapia previa.

Muestras tumorales mayores de 2 cms.

Con la finalidad de estudiar la variacidén intratu-
moral de los niveles de receptores de estrSgenos en los tumores

de mama, se analizaron 29 tumores mayores de 2 cms de didmetro.

La muestra tumoral destinada al estudio de receptores
fué dividida en dos secciones para determinar la posible varia-

bilidad en cuanto a contenido de los R.E. dentro del mismo tumor.

Ninguna de las pacientes habia recibido tratamiento

previo. Y en este estudio se incluyeron tumores procedentes de
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pacientes pre y postmenopausicas.

Uteros de vacas.-

Para el estudio de la reproductibilidad de la téc-
nica, asi{ como control positivo en las determinaciones de RE
y RPg. se utilizé6 utero de vaca, porque es un tejido conside-

rado homogéneo y rico en receptores de estr§geno y progesterona.

Se obtuvieron uteros de vacas sacrificadas en el
Matadero de Valencia, utilizdndolos como muestras en el estudio
de la reproductibilidad de la técnica. Ademds también se usaron

como controles positivos en los ensayos de receptores rutinarios.

Este material fué lavado con tampén de homogeniza-
cién frio para eliminar la sangre que pudiera contener y se
cort§ en varias piezas que fueron introducidas inmediatamente
en nitrégeno liquido y transportadas al HCUV, donde se alma-
cenaron al igual que las muestras problemas en un congelador

a -80?C. hasta el momento de su uso.

2.- REACTIVOS Y MATRIAL DE LABORATORIO

- Agua destilada.

AlbGmina bovina. Sigma.

Alcohol etilico. Merck.

Acido clorhidrico, Merck.



Botella 20 ml.

Botellas 10 ml.

Carbdén activado, Norit A. Sigma.

Carbonato sédico. Merck.
Cloruro sédico, Merck.
Cubetas.

Dextrano. Chemical Ltd.
Dietil-stil-bestrol, Sigma.
Dihidrotetosterona. Sigma.
EDTA. Sigma.

Espdtula de acero.
Estradiol (2,4,6,7 Estradiol 3H)
Frascos liquido de centelleo.
Glicerol. Sigma.
Hidréxido sédico, Merck.
Hielo triturado.

Martillo.

matraces aforados.
Monothioglycerol. Sigma.
Nitrdgeno liquido.

Pinzas

Pipetas pasteur.

Pipeta$ Gilson.

Pipetor.

Placas de petri.

Itisa.
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- POPOP. Amersham/Searle

- PPO. Amersham/Searle

- Promegestone (17 -metil 3H) Itisa.
- Promegestone (17 -metil ). Itisa.
- reactivo de Folin. Sigma.

- Sulfato cuprico. Merck.

- tartrato Potdsico sédico. Sigma.

- termos de acero.

- Tijeras.

- Tolueno. Merck.

- Tris. Sigma.

— Tubos de cristal pyrex

— Tubos plastico de 30 ml.

— Tubos de policarbonato para ultracentrifuga.

- Vasos de precipitado

3.- SOLUCIONES Y TAMPONES

- Solucién Tris Buffer (TED)
1.21 g. Tris.
0,55 g. EDTA.
100 ml. glicerol.
100 nl. monothioglicerol.

1000 ml. agua destilada.
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- Solucién Carbén-dextrano.
10 ml. Tris o,1 M
0,25 g. Norit A
0,0025 gr. Dextrano.

100 ml. agua destilada.

Liquido de centelleo.
4 g. PPO.
50 mg. POPOP

1000 ml. de Tolueno.

- Solucidén"A" determinacién protefna.

20 g. CO, Na

3 2
1000 ml. Na OH O,1 M.

Solucién "B".

5 gr. SO4 Cu5 H,0
10 gr. Tartrato potdsico sddico.

1000 ml. agua destilada.

Reactivo de Folin.
9 ml. Folin

9 ml. agua destilada.

4.- APARATOS.

- Agitador

- Centrifuga refrigerada HERAEUS CHRIST, CRYOFUGE

G-6
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Congelador -20°C IGNIS

Congelador -80?C KOSKA

Contador Beta.LKB WALLAC. 1217 RACK BETA
Espectro-fotometro SHIMADZU CL-720.
Homogenizador BRAUN. )

Pulverizador

Refrigerador a 42 C KELVINATOR.
Ultracentrifuga refrigerada BECKMAN L8 - 80.

Vortemixer.
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5.- METODOS

La mayoria de los métodos para detectar la actividad
del receptor se basan en un mismo principio badsico: la incuba-
cién del citosol con esteroides radioactivos y la determinacién

de la radioactividad unida a la protefna receptora.

Varias son las técnicas utilizadas para separar la
hormona unida del receptor de la hormona libre, pero en todas
ellas existe una fase comin que es el aislamiento del citoplasma

celular.

En nuestro estudio la técnica utilizada para la valo-
racién de los niveles de RE y RPg ha sido la de Carbén-Dextrano
( 85 ). la secuencia esquemdtica que se sigue para la realiza-

cién de la misma, es la que puede verse en el esquema n? 1.

En el citoplasma, los receptores esteroideos, se en-
cuentran en forma soluble, por lo cual el tejido para ser ana-
lizado es primero pulverizado, seguido de una homogenizacién,
sometiéndose posteriormente a una centrifugacién a alta veloci-
dad, tras la cual el supernadante que obtenemos llamado cito-

sol, es la fuente de los receptores citopldsmicos solubles.

La proteina contenida en el citosol se mide por el
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SCATCHARD
AFINIDAD HORMONA-RECEPTOR
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método de Lowry (205).

El método de Carbdédn-dextrano, consiste en incubar
distintas fracciones del citosol con cantidades crecientes de
hormona marcada con y sin corhpetidérr (hormona no marcada).
Tras la incubacidén, los esteroides marcados no unidos al recep-
tor son extraldos mediante una suspensién de carbdén: La radio-
actividad contenida en los tubos de ensayo tras la sedimenta-
cién del carbén es medida en un contador de centelleo, y asi

evaluamos la concentracién de complejos marcados.

La cuantificacién se realiza por el método de Scat-
chard, representando gréficamente la fraccién de hormona ligada
al receptor versus el cociente hormona ligada/hormona libre.
Esta representaci6n permite conocer la cantidad total de recep-
tores especificos presentes en la muestra y la constante de

disociacién del complejo hormona receptor.

5.1.- Preparacidén del tejido tumoral.-

El tejido tumoral se mide y una vez conocido su ta-
mafio se separa una porcién del mismo para el andlisis de los

receptores.

En este momento si es posible, debe eliminarse toda
la grasa, asf como el tejido necrético que pueda contener, y
debe ser lavado con tampdén TED o solucién salina isotdénica frfa,

para eliminar todo el contenido de sangre, antes de ser congelado.
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Inmediatamente se introduce en nitrdgeno liquido, ya
que los receptores esteroideos son extremadamente ldbiles y
cuando no son conservados correctamente pueden dar resultados

falsamente negativos.

realizar la técnica.

El tejido tumoral, previamente congelado con nitré-
geno liquido, es almacenado a-80°C, hasta el momento del and-
lisis de receptores.

La muestra tumoral puede ser guardada durante uno

o dos meses, sin apreciables pérdidas en el contenido de protef.

nas receptoras. Los receptores de progesterona son mds ldbiles
que los de estrdgeno, y pueden degradarse mds con el paso del
tiempo.

Si se almacenan con nitrégeno liquido su conserva-

cién puede prolongarse por mds tiempo.

El tejido una vez pulverizado es menos estable,
aunque también si se introduce en nitrSgeno liquido puede con-
servarse mas tiempo, sin apreciables pérdidas en ambos recep-

tores.

5.2. Procedimientos para la obtencién del citosol.-

El tejido tumoral congelado se pesa en una balanza

de precisidén sobre una cdmara de petri. €ste proceso debe
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realizarse rdpidamente para evitar su descongelacién, asf como

un exceso de condensacidn.

Cuando las muestras tumorales son mayores de 0,9
gramos, se cortan y se utiliza una fraccién para el ensayo de
receptores y el resto se conserva de nuevo congelado. a -80°C

o en. nitrdgeno liquido, segin su utilizacién posterior.

La cantidad de tejido tumoral necesario para el en-
sayo conjunto de RE y RPg para realizar un Scatchard completo

con 5 puntos es de 500 a 600 mgrs.

Todo el material que utilizamos para realizar este
proceso debe ser enfriado previamente.

a) El tejido congelado puede ser picado o trozeado
en finisimas secciones sobre una cdmara de petri, en contacto
con un bafio de agua con hielo, mediante unas tijeras pequefias

y unas pinzas.

b) Cuando se dispone de un pulverizador el proceso
se realiza con mayor rapidez, y con mds precisidén, pudiéndose
mantener todo el sistema a bajas temperaturas con nitrégeno

liquido, ya que todo él es de acero inoxidable.

Este pulverizador consta de una base de metacrilato
en la que estd incrustado un cilindro macizo de acero. Dispone

ademds de un cilindro hueco y un pistén macizo. (Esquema n%2).

El tejido tumoral con nitrSgeno liquido se introduce

dentro del cilindro hueco sobre la base del cilindro macizo, se



ESQUEMA N9 2

UL V E R I Z A D O R



—96-

deja caer el pistdn y se golpea con un martillo hasta que el

tejido queda totalmente pulverizado.

Como el pistén y el cilindro hueco pueden extraerse

totalmente, el tejido pulverizado se recupera en su totalidad.
5.2.3. Homogenizacién.-

El tejido pulverizado es transferido mediante una es-
pdtula de acero a una probeta especial 'potter" que resiste tem-
peraturas bajas, y se adapta dentro de ella perfectamente una
varilla con un émbolo de teflén. Todo el sistema previamente

ha sido enfriado en un bafio de hielo.

Al tejido pulverizado se afiade un volumen de tampén
de homogenizacién TED 5 veces superior al peso del tejido en
gramos (1 gr/5ml), es decir, un tumor que pese 0,5 gramos se

le afiaden 2,5 ml. de tampén.

La suspensién del tejido con el tampdén contenida en
el "potter'", el cual se encuentra sumergido en un recipiente con
un bafio de hielo, es homogenizado mediante las oscilaciones que
produce la varilla con el émbolo de teflén dentro del '"potter'.
Se realizan movimientos vibratorios y circulares durante 15 se-
gundos, unas 3 6 4 veces con interrupciones entre ellas de 60
segundos, con la finalidad de que el homogenizado no se ca-
liente por la friccidén, y como consecuencia los receptores se de-

graden.

Estos movimientos peridédicos y controlados se producen

mediante un motor que se encuentra conectado a la varilla con



-97-

el émbolo.

A todo este sistema se le denomina '"homogenizador".

(CEsquema n° 3 ).

El tejido homogenizado se transfiere a los tubos de
policarbonato preparados para este fin en frio, y son introdu-

cidos en la ultracentrifuga.

La centrifugacién se realiza a una velocidad de
100.000 g durante 30 minutos a 29C. en un rotor de dngulo
fijo.

Tanto la centrifuga como el rotor son enfriados

previamente.

La alta velocidad es necesaria para que los diversos
componentes celulares (microsomas, lisosomas, etc.) sedimenten
y no produzcan un aumento de las uniones inespecificas en el

ensayo de receptores.

Una vez extrafdos de la centrifuga los tubos de poli-
carbonato se introducen rédpidamente en agua y hielo, y mediante
una pipeta pasteur se separa el sobrenadante (citosol) del ma-

terial sedimentado ("Pellet").

Todo este proceso se debe realizar en una cédmara

I'd
fria.

Del citosol se separan 100 pl. para determinar la
protefna contenida en él, por el método de Lowry, y el resto

se utiliza para la dosificaciéon de receptores.
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5.3. Dosificacién de las protefnas por el método de Lowry.

El fundamento de éste método es que las protefnas
reaccionan con el reactivo de Folin para dar un complejo colo-
reado. El color que se forma es debido a la reaccién del cobre
alcalino con la proteina, y la reduccién de fosfomolibdato por
la tirosina y el triptéfano presentes en la protefna, la inten-
sidad del color depende del numero de aminodcidos aromdticos

presentes y cambiard segin la clase de protefna.

La técnica se realiza de la siguiente forma: A 100
microlitros de la muestra de citosol, se le afiaden 500 micro-
litros de solucién alcalina. Lo mezclamos vigorosamente y se
deja reposar a temperatura ambiente 10 minutos. Posteriormente
se afiaden 250 microlitros del reactivo de Folin que habremos
dilufdo previamente, y se mezcla rdpidamente. Se deja reposar

durante 30 minutos, y se leen en un espectrofotémetro a 660 nm.

Se prepara en cada determinacién una curva patrdn
con albimina bovina., y a partir de ella se determinan las

concentraciones de proteinas del citosol problema.

La concentracién de protefna en el citosol debe en-
contrarse entre 1 y 4 mgrs/ml, si no es asi se realiza la di-

lucién correspondiente con tampdén TED.

5.4. Determinacidén de la actividad receptora.-

5.4.1. Incubacidén del citosol con esteroides marcados.
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Se utilizan dos series de tubos por duplicado y en
paralelo (20 tubos). Cada serie contiene 100 ml de citosol de

la muestra problema.

A una de las series se les afiade 100 nl de hormona
marcada con tritio a unas concentraciones decrecientes de 6 nM
a 0,325 nM de 3H* Estradiol en el caso de los receptores de
estrégeno y con una concentracién de 10 nM a 0,625 nM de Pro-

*
megestona 3H R-5020 para los receptores de progesterona.

Esta serie de tubos se usan para determinar direc-
tamente la capacidad total de unién de la muestra, tanto de

uniones especificas como inespecificas.

En la otra serie de tubos se afiade la hormona no
marcada en concentracién 100 veces superior a la de hormona
marcada (con la finalidad de saturar los sitios especificos de
unidén) y luego se afiade esta ultima, con lo cual valoraremos

las uniones inespecificas.

Estas dos series de tubos utilizadas para cada re-

ceptor estudiado se incuban durante 16-18 horas de 0° a 4°C.

La discrir;linacién de la hormona radiactiva ligada
de la libre se ha realizado mediante la técnica de adsorcién
con carbdén-dextrano. Este método se basa en la propiedad que
el carbén vegetal tiene de adsorber y precipitar la hormona que

permanece libre en la solucién al término del perfodo de incuba-
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cidén, ya que el carbdén es un aHsorbente bastante potente para
eliminar la hormona no ligada a las protefnas. El papel del
dextrano es limitar la adsorcidén del complejo hormona-receptor

por el carbédn.

Para lograr este objetivo, alicuotas de 500 al de sus-
pensién de carbdén-dextrano, se afiaden a las dos series de tubos,
cuando finaliza la incubacién. Posteriormente se agita vigorosa-
mente con un Vortex, y se dejan incubar 30 minutos la serie de

tubos correspondientes a los RE y 5 minutos para los RPg.

Todo este proceso se realiza, bien en cdmara fria, o

bien en un bafio de agua y hielo.

Posteriormente se centrifuga a baja velocidad a 2000
g. durante 15 minutos a 22 C., para que el carbén sedimente
en los tubos y los complejos hormona receptor queden en el so-

brenadante.

5.4.3.- Dosificacién de la radioactividad.-

La cantidad de radicactividad en la fraccién del
citosol, obtenida por la metdédica anterior, ha sido determinada
con la técnica de centelleo en fase liquida, mediante un conta-

dor beta.

Para este ffn una alicuota de 500 jnl del sobrenadan-
te se separa cuidadosamente, y se introduce en los viales de

contaje. Se le afiaden 5 ml. de liquido de centelleo.

También se introducen en el contaje dos blancos, que

contienen 500 pl de tampén TED con 5 ml. de liquido de centelleo.
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De la misma manera también son contadas una ali-
cuota por duplicado de 100 pl de cada concentracién de hormona
marcada utilizada en el ensayo junto con 5 ml. de liquido de
centelleo, para asegurarse que las concentraciones de dosis
preparadas son correctas y para realizar posteriormente el cdl-

culo de Scatchard.

Asimismo también se cuenta cinco blancos que conte-
nian 100 pl de hormona marcada y 100 nl de citosol, y tras la

separacidén con carbdn-dextrano se introducen en el contador.

Los viales se cuentan a continuacién, durante 5 mi-

nutos, y el resultado nos viene dado por cuentas por minuto (CPM).

La radioactividad del esteroide unido al receptor es-
pecifico es estimada, sustrayendo las CPM que nos dan los viales
conteniendo el competidor de las CPM de los viales que no lo con-

tienen.

5.5.- Cdlculo de los sitios de unién. Método de Scatchard.-

Los datos obtenidos mediante el método de carbdén
dextrano pueden representarse mediante una curva de satura-
cién tipica.

La cinética de la interaccién de la hormona con su

receptor puede representarse de la forma siguiente:
[R] + [H] < ®rH

A bajas concentraciones de hormona, la velocidad

de la interaccién es proporcional a la concentracién de receptor,
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y a medida que aumenta la concentracion de hormona, la veloci-
dad de formacién del complejo hormona-receptor disminuye, hasta
alcanzar el equilibrio, permaneciendo constante e independiente

de la concentracion de hormona afiadida.

En este momento, el proceso viene regido por la cons-

tante de disociacidn:

Por lo tanto, el proceso de interaccién hormona recep-
tor viene definido por su Kd y por el numero total de moléculas

de hormona a la que se liga.

Por lo cual, para su cuantificacion, se incuba, como
hemos visto, una cantidad determinada de citosol con otras cre-
cientes de hormona marcada; cuando se alcanza el equilibrio se

determina la hormona libre y la ligada al receptor.

Esto es asi", desde un punto de vista tedrico, ya que
la cantidad de hormona ligada es la sumade la wunida alre-
ceptor (uniones especificas) y de la unida otras proteinas(unio-

nes inespecificas).

Esto se obvia realizando el ensayo paralelo con hor-
mona marcada y un exceso de hormona no marcada, que nos da
como resultado las uniones inespecificas™ la diferencia entre es-
tos dos ensayos aportara el numero de uniones especificas al re-

ceptor. Y asi se representa en Figura n52¥ En abcisas tenemos la
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cantidad de hormona total afiadida, que llamaremos (F) y en

ordenadas la cantidad de hormona ligada, que llamaremos (B).

Con ello, vemos que las uniones inespecificas estdn
representadas por una linea recta, lo que traduce el aumento
progresivo de las mismas en funcién de la cantidad de hormona
presente. Mientras que las uniones especificas receptor-hormona,

vienen limitadas por un nivel de saturacidén.

No siempre las curvas experimentales de saturacién
resultan tan claras. En algunos casos puede ser diffcil el cdl-
culo exacto del numro total de uniones presentes en una muestra
determinada. Por ello, resulta de gran utilidad el hacer una
transformacién matemdtica segin el modelo de Scatchard en la
que figurando en abcisas la cantidad de hormona ligada y en

ordenadas el cociente B/F se obtiene una recta.
El método de Scatchard se apoya en la siguiente
base fisico quimica:

La interaccidén entre una hormona y su receptor
puede ser descrita por el equilibrio R + H <—» RH , como

hemos visto anteriormente.

F = Hormona libre
B = Receptores ocupados
RV = receptores vacfos.

Y entonces tendremos que B‘? Rv + F

La concentracién del esteroide unido al receptor

puede derivarse de la ecuacién de la ley de accién de masas:



Kd = H]

N

Si  [Rv} = fe]

fel =
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Luego la Kd es la concentracion de hormona libre,

a la que un 50% de los receptores

la hormona.

se encuentran ocupados por

Ka = cooomeee = £§1 —>» ClO= Ka [rv]
Kd [F]  [*] [FJ
W i M- M- H
" Ka ([*3 -Ci) w ka [RU-[Ka] 1
LFJ
£ L =" K. CRl] -1 " [B]
cte. pendiente

Lo que nos da una

y =-a x +b

Si y = 0

0 = kJ RrRQ Ka |
[ R" = [ Bl
Pendiente = K =
Kd = K;

Kd = -—

B/F

ecuacion lineal de la forma:
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Una 1lfnea recta indica la presencia de sélamente un
componente de unién, la constante de disociacién de la reaccién
de unién Kd es medida por la inversa de la pendiente de la

recta. El valor de la Kd es del orden de 10—10 a 10—11

nM/1
-9 -10 .

para los RE y de 10 © a 10 para los RPg y por tanto indican
la presencia de receptor especifico. La interseccién de la recta
con el eje de abcisas nos dard el numero total de sitios de
unidn.

Por tanto éste método de Scatchard es cuantitativo
porque nos permite conocer la capacidad maxima especifica de

unién del receptor a su hormona correspondiente. Y ademds nos

indica la afinidad de la unién que viene dada por la Kd.

En nuestro estudio realizamos los cdlculos de la

siguiente forma:

1.- Obtencién de la medida de todos los duplicados
de las diversas concenfraciones, menos los blancos.

2.- El valor anterior es multiplicado por un factor
de dilucién para obtener el numero total de c.p.m. de cada
muestra. En nuestro ensayo este factor de dilucién es 1.4.

3.- Se obtiene la diferencia entre las C.P.M. de
las uniones totales menos las inespec{ficas, el resultado seran

las C.P.M. de las uniones especificas. (B).

L.~ Convertimos las cuentas por minutos que nos
proporciona el contador de centelleo en picomoles/100 pl. de

solucién incubada, para ello se dividen los valores de cada
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muestra por los c.p.m. que nos da 1 picomol de esteroide mar-
cado (previamente averiguado).

Los valores en CPM las diferentes concentraciones de
hormonas utilizadas en el ensayo también son convertidas en pi-
comoles de la misma forma que los anteriores.

5.- El esteroide libre (F) se calcula sustrayendo el
esteroide ligado (B) del total de hormona esteroidea introducida.
A partir de éstos datos se puede hallar fdcilmente el coeficiente

B/F.

En nuestro estudio la obtencién de la recta la reali-
zamos a partir de cinco puntos que nos proporcionan las cinco

concentraciones de hormona por duplicado.

Representa la grdfica de Scatchard, la capacidad
de unidén del citosol (concentracién de receptor) es medida por
el valor que nos d4d la interseccidén de la recta con la linea

de abcisas.

Este valor nos lo d4 en picomoles/loo nl. que con-
vertiremos en fentomoles/mg. de protefna citosélica, multipli-
cando por 101‘ y dividiendo por la cantidad de proteina presente

en 1 ml. de citosol.
5.5.1. Automatizacién de los datos.

Este método para la determinacién de los receptores
supone el andlisis de una serie importante de datos numéricos

que resultan laboriosos en la rutina de laboratorio.

Por ello, hemos realizado un tratamiento automatizado
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de los datos que permite la obtencién de los resultados de una

forma rdpida y mds exacta.

Partimos de tres grupos de datos que corresponden

a las actividades en C.P.M. de las cinco diluciones seriadas de:
- Hormona ligada de forma no especifica.
- Hormona total ligada a la muestra.
- cantidad de hormona total afiadida.
De ellos se obtienen las siguientes series de valores:

- Cantidad de hormona ligada de forma especifica

al receptor en pmoles/100 pl (B).
- Cociente de hormona ligada/hormona libre (B/F).

El programa dibuja a continuacién la grafica de
Scatchard y calcula directamente el nuimero de receptores de la
muestra y la constante de disociacién del complejo hormona-re-
ceptor. Asi como el factor de regresién de la recta, (Figura.

ne 3 ).

5.6.- Método Monopuntual.-

La metodologia anterior presenta dificultades en oca-
siones por la exigencia de cantidades suficientes de tejido tumo-

ral, que a veces resulta practicamente inviable.

Para resolver la problemdtica resefiada, nos hemos
valido de un método mds simplificado que consiste en utilizar
nada mds que un solo punto correspondiente a la concentracién

mas elevada de hormona. Previamente contrastamos la validez de
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!
esta técnica compardndola con la metodologfa anterior.

La cuantificacién de los receptores por este método

se realiza:

1.- Media de los duplicados de las muestras, menos
los blancos.

2.- El valor anterior es multiplicado por un factor -
de dilucién 1,4, igual que en el método anterior.

3.- Hallamos la diferencia entre CPM totales menos -
CPM inespecificos, que nos dara los CPM de las -
uniones especificas.

4.~ Se transforman los CPM en picomoles igual que en
en el método anterior y asi tendremos las uniones
especificas en picomoles/100 pl. Se multiplica por

104

y lo dividiremos por el valor de la protefna
y nos dard las uniones especificas en fentomo—-

moles/mg. de protefna.

5.7.- Niveles de positividad y negatividad de RE y RPg.

Siendo la sensibilidad de la técnica de carbén-dextra
no de 1 fmol/mg. de proteina, se consideran valores positivos en
el ensayo tanto para los RE como para los RPg aquellos que sean

& 10 fmoles/mg. de protefna citosblica. Los valores menores de
2 fmoles/mg. se consideran negativos, y aquellos valores compren

didos entre 3-9 fmoles/mg. de proteina se consideran 'border-line".
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En el andlisis de los datos consideraremos receptor
positivo sélamente cuando sean % 10 fmoles/mg. de protefna.

Se acepta como indicativo de la presencia de recep

10 -11

tores especificos un valor de la Kd de 10~ a 10 M. para

los RE y de 109 & 10710 para los RPg.

5.8.- Método Estadistico.

5.8.1.- Comparacién de dos varianzas.

Utilizando dos muestras independientes, la primera
de tamafio n; y la segunda n,, se obtienen las varianzas esti
madas S% y Sg . Bajo la hipdtesis de igualdad de varianzas,

el estadistico F = S? / Sg sigue una distribucién - - - -

F ( n; - 1, n, - 1). SiF = Fl—ﬂ( se rechaza la hipdtesis
y las varianzas se consideran diferentes al nivel de significa-
cién o . En caso contrario la hipdtesis no puede ser rechaza
da y por tanto no se puede concluir que las varianzas sean —-

distintas.

5.8.2.- Correlacién y regresién.

El andlisis de correlacién estudia la asociacién li—-
neal entre dos variables cuantitativas, X e Y. Por su parte,
la regresién trata de explicar la variacién de la '"variable res

puesta'" Y, a través de la variacién de la '"variable predictora'X.

Para estudiar la asociacién lineal se obtiene el coe-
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ficente de correlacién, /2 , que toma valores entre -1 y 1. Un
valor de /J , distinto de cero significa que existe asociacidén
lineal entre las variables, siendo ésta mejor cuanto mayor es
el valor absoluto deP ; por tanto I)P | =1 indica asocia--
cién lineal perfecta. Un coeficiente de correlacién positivo impli
ca que un incremento en los valores de X lleva consiguo un incre
mento en los correspondientes valores de Y, en cambio si }? es
negativo los valores mayores de Y corresponden a los menores

valores de X y viceversa.

El andlisis de regresién consiste en obtener el valor
esperado de Y para cada valor de X mediante la ecuacién de re

gresion 'y = a + bx.

Para la realizacién de ambos andlisis se dispone de
un conjunto de observaciones de ambas variables sobre n indivi
duos, [(xl, yl), (x5, yz)......, (xn, yn)J , a partir de -
los cuales se obtiene: 1?) El estimador del coeficiente de corre-
lacién

n
. Z & -0y, - )

”
- 2 (e, - %)
1=

M::

(
1

[N
1]

que bajo la hipdtesis de no asociacién lineal (f = 0) sigue una
distribucién t de Student con n-2 grados de libertad; si el valor
r observado es superior al percentil de orden 1 - a</2 de esa

distribucidén (°_ inferior al percentil de orden q /2), es signifi

cativo y se puede concluir que existe asociacién lineal a nivel
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de significacidn 0< .
29) Los estimadores & =y - > %,
n
2 x -% (y, -)
~ i=1
b =

1

n
X, =

2

i=1

que proporcionanh ecuacidén de regresién estimada para un valor

,\
x; observado: 9i = @ +b X; -

Cuando los valores de una variable son obtenidos por
dos procedimientos distintos, cuya equivalencia se desea compro-
bar, se realiza un andlisis de regresién y correlacién sobre los
valores de dicha variable obtenidos para n individuos con el ——
primer procedimiento (X), y lo& valores observados para esos
mismos n individuos con el segundo procedimiento (Y). Se puede
asi evaluar la exactitud y confianza de los valores obtenidos -
por un procedimiento X, suponiendo que los obtenidos mediante
el otro Y, son los correctos.

5.8.3.- Comparacién_de medias.

Esta técnica se utiliza para comprobar si los valores
medios de dos poblaciones son distintos. Para ello, se toma una
muestra, lo bastante grande de cada poblacién, la primera de

tamafio n;y la segunda de tamafio Ny, suponiendo que cada mues
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2 ). Se obtienen

las medias y varianzas estimadas, il , >-<2 , 52 , sg , ele=

tra procede de una distribucién N ( Pir oy

1
gida ; como 1a mayor de las medias, se calcula:
\/ 52 s 2
z = 1 2
d = (x; - x, ) / ————— 4 =
™M )

Bajo la hipétesis de igualdad de medias, el estadisti-
co "d" se distribuye de acuerdo con la Normal tipificada N(O,1).
Si el valor '"d'" obtenido es superior al percentil de orden 1 -0</2
de la distribucién N(0,1), el resultado se considera significati-
vo por lo que se rechaza la hipdtesis establecida, concluyéndose
que las medias son distintas con nivel de significacién% . En
caso contrario no se puede concluir que las medias sean distin-

tas con ese nivel de significacion.

5.8.4.- Tablas de contingencia.

Para estudiar la asociacién entre pares de variables
categéricas (o categorizadas si son cuantitativas) se han utiliza

do tablas de contingencia o de frecuencias.

En ellas las filas van niveladas por las "K'" catego-
rias de una variable y las columnas por las"M 'tategorfas de la
otra. El valor fij de la celda (i,j) representa la frecuencia —-
con que han aparecido simultdneamente la categorfa i de la va-

riable fila y la categorfa j de la variable columna.
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Bajo la hipdtesis de independencia (no hay asociacién
entre las variables), el valor esperado de la frecuencia de la -
celda (i,j) seria e = fio . foj/foo, siendo: f., 13 suma de las
frecuencias de las celdas de la columna j y foo la suma de to-

das las frecuencias de la tabla. Entonces el estadistico:

e. .
1]

se distribuye aproximadamente como una Chi-cuadrado con - - -
[(K -1) x (M - 1)] grados de libertad. Si el valor observado
de X2 supera al percentil de orden 1-0( de esa distribucién el
resultado es significativo y se rechaza la hipdtesis de independen
cia concluyéndose que existe asociacidén entre las variables al —
nivel de significacién 0< . En caso contrario la independencia no

se puede rechazar a ese nivel de significacién.
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" RESULTADOS.

Para el andlisis de receptores citopldsmicos de estrd-
geno y progesterona, hemos utilizado el método bioquimico de
Carbdén-Dextrano, basados en que es una técnica que ha demos-
trado su reproductibilidad, en multitud de ensayos, ademds de
ser sensible, exacta y varias muestras pueden ser procesadas

al mismo tiempo.

Se ha utilizado el andlisis de Scatchard para conocer

la afinidad del complejo hormona-receptor.

1.- REPRODUCTIBILIDAD DEL METODO.

Para que un ensayo sea utilizado en la rutina cli-
nica de un laboratorio, su reproductibilidad debe ser claramen-

te establecida.

Se investigd la reproductibilidad de las medidas del
receptor de estrégeno y progesterona, utilizando la técnica de
Carbén-Dextrano en un tejido considerado homogéneo y rico en

receptores, como es el uUtero de vaca.
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Se midieron las variaciones en el contenido de recep-
tor en el mismo ensayo,teniendo como fuente el mismo tejido. Asi
mismo para investigar los factores que pueden contribuir a las
fluctuaciones en el ensayo, se realizaron medidas simultdneas en

un mismo citosol.

También se realizaron ensayos en diferentes dias para
medir las variaciones en cuanto a contenido de receptores en un

mismo tejido y en un mismo citosol con el paso del tiempo.

1.1. Variabilidad intraensayo

Se analiz6 el coeficiente de variacién intraensayo de
la técnica utilizada para la determinaciéon de RE y RPg; para ello
se obtuvieron 12 alicuotas de un mismo lote de tejido pulverizado
de utero de vaca, y 12 alicuotas de un mismo citosol, obtenido
tras la pulverizacién, homogeneizacién y ultracentrifugacién de

una misma muestra de uUtero de vaca.

Este doble control nos permite analizar la influencia

de la homogeneizacién en la variacién de los resultados.

1.1.1. Tejido pulverizado_

Tomamos las 12 alicuotas de un mismo lote de tejido
pulverizado de utero de vaca, realizando la técnica simutdnea-
mente. Las muestras se homogeneizaron separadamente el mismo

dia y tras la ultracentrifugacién se obtuvieron 12 fracciones de
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citosol. En cad una de ellas se analizdé la cantidad de RE y RPg,
asi como la constante de disociacién Kd y el contenido de protei-

nas.

El coeficiente de variacién intraensayo encontrado fue

de un 11% para los R.E. y de un 12% para los R.Pg.

El valor medio encontrado para la Kd fué de 3,8 1
0,5 x 10_10, con un coeficiente de variacién del 13% para los RE

y para los RPg la media de la Kd encontrada fué de 5,11 0,8x10_10

y un coeficiente de variacién del 15,6%.
El coeficiente de variacién en los valores de la pro-

teina fué de un 10%.

1.1.2. gi:c_oiol

Para valorar la influencia de la homogeneizacién, se
analizé la variabilidad intraensayo en 12 alicuotas de una misma

fraccién de citosol, con los siguientes resultados:

Coeficiente de variabilidad para los RE un 6% y para
los RPg de un 8%. La Kd de los RE varid en un 10% y la de RPg
fué de un 11%. La variacién de la medida de la proteina fué de

un 8%.

Cuando realizamos un andlisis de varianzas, comparan-
do los resultados intra-ensayo con tejido pulverizado y citosol,
encontramos que existe una diferencia significativa, en cuénto a

los RE {54 0,05), lo que nos hace pensar que la homogeneizacién
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constituye un paso importante en el ensayo de receptores, y que
puede contribuir de una manera significativa en el coeficiente

de variacién que se obtiene en el mismo. (Tabla 1).

1.2. Variabilidad interensayo

Se estudié la variabilidad interensayo de la técnica,
asi como la influencia con el paso del tiempo, en cudnto a conte-
nido de receptores en un mismo tejido y en un mismo citosol, con
la misma sistemdtica utilizada anteriormente, pero en dias dife-

rentes.
1.2.1. Tejido pulverizado_

Determinamos los valores de los RE, RPg, Kd y conte-
nido de proteinas citosélicas en 10 muestras de un mismo lote de
tejido pulverizado, pero en distintos dias. El tiempo mdximo trans-
currido entre la primera y dultima determinacién fué de 60 dias.

Durante este tiempo las muestras se conservaron congeladas a -80°C.

El coeficiente de variacién interensayo para las dife-
rentes determinaciones fué de un 20% para los RE y de un 22%

para los RPg.

La variacién de la Kd fué de un 28% para los RE y

de un 36% para los RPg.

La variacién de la proteina fué de un 15%.
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T A B L A Ne 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 + desviacién standard

*
]

Coeficiente de variacién
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1.2.2. gi_t_oiol

Se analizé la variacién inter-ensayo tras la determi-
nacién de los RE, RPg y Kd y contenido de proteina en 6 frac-
ciones de un mismo citosol conservado a -80¢ C. El tiempo trans-

currido entre las diferentes determinaciones fué de 10 dias.

Se obtuvo un coeficiente de variacién del 9% para los

RE y de un 11% en la medida de los RPg.

La Kd tuvo una variacién del 28% para los RE y de
un 36% para los RPg. La cuantificacién de la proteina tuvo un

coeficiente de variacién entre los diferentes ensayos de un 11%.

1.3. Comparacidén de los resultados intra-ensayo e inter-ensayo

Cuando comparamos las varianzas en cuanto a los re-
sultados intra e inter-ensayo en tejido pulverizado y en citosol,
no se observaron diferencias significativas (p>»0,05) tanto para
los RE como para los RPg, tal y como se observa en la tabla
n? ( 2 ). Por lo que comprobamos que el paso del tiempo no
ejercia una influencia importante en cuanto al coeficiente de

variacién encontrado.

1.4. Variacién segin conservacién del tejido pulverizado

Para investigar la variabilidad de las muestras se-
gin que su conservacién fuese a -80°C o a -190°C (con nitrd-

geno liquido), se realizd un estudio con tejido pulverizado con-
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T A B L A Ne 2

VARIABILIDAD INTRAENSAYO "VERSUS" INTERENSAYO EN EL CONTENIDO DE RE Y RPg

R.E. R.Pg.
(Fmol/mg) (Fmol/mg)
TEJIDO PULVERIZADO
o *
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 9 + 5,7 (6,0%) 190 + 15,2 (8%)
N =12
2. INTERENSAYO 108 + 9,6 (9,0%) 220 + 24,2 (11%)
N=6
P > 0,05

° = Media + desviacién standard

* = Coeficiente de variacién
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servado con nitrégeno liquido y tejido pulverizado almacenado

en congelador a -80°C.

El tiempo transcurrido para ambos tejidos pulveriza-

dos entre las diferentes determinaciones fué de 60 dias.

Los resultados obtenidos para el tejido congelado a

-80°C son los resefiados en el apartado 1.2.1. de este capitulo.

Las variaciones que encontramos para el tejido con-
servado con nitrégeno liquido, tras realizar seis determinaciones
en dias diferentes fueron: Coeficiente de variacién para los RE

de un 16% y para los RPg de un 17%.

La variacién de la Kd fué de un 20% para los RE y

de un 31% para los RPg.
La variacién de la proteina fué de un 12%.

Comparando ambos resultados segin su conservacién,
se concluye que no existe significacién estadistica entre sus va-

rianzas (p) 0,05) tal y como se muestra en la tabla 3.

2.- ENSAYO MONOPUNTUAL.

Para poder determinar los receptores en muestras pe-
quefias, procedentes de biopsias de tejido metastdtico, en donde
no es posible realizar la metodologia Vcompleta con un Scatchard
tipico con cinco puntos, hemos estudiado la posibilidad de sus-

tituir la sistemdtica habitual por otra técnica mds simple que
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T A B L A N° 3

VARTACION EN EL CONTENIDO DE RE Y RPg. SEGUN LA

CONSERVACION DEL TEJIDO PULVERIZADO.

R.E. R.Pg.
(] *
~802C 78 + 15,6- (20%) 150 + 33,0 (22,0%)
N =10
-1992C 162 + 25,9 (16%) 230 + 39,1 (17,0%)
N=6
P 2 0,05

® = Media + desviacién standard

Coeficiente de variacién .
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consiste en utilizar nada mds que un sélo punto correspondiente

a las concentraciones mds elevadas de hormona.

Para estudiar la validez de la técnica de un sélo
punto que llamamos '"Monopuntual', y analizar si la podemos
utilizar con un rango de confianza aceptable para el andlisis
de muestras pequefias, hemos calculado los RE en 64 casos, ha-
ciendo un Scatchard tipo de 5 puntos, y la técnica Monopuntual
para la concentracién de 6nM de E2:

Lo mismo hacemos con 64 casos de receptores de progesterona y

la concentracidn de 10 nM de R-5020.

El andlisis estadistico trata de aclarar la relacidén

entre los dos métodos.

Queriamos saber si existia una correlacidén del M1
con el M2, y si globalmente a un aumento o disminucién de los
valores en el método 1 correspondia un aumento o disminucién

de los mismos con el método 2.

Los resultados fueron: Para los receptores de estré-
genos el coeficiente de correlacidén Ml—M2 fué de r=0,998, el cual
mide la intensidad (muy alta) y el sentido (positivo) de la re-

lacién lineal entre los dos métodos (figuraé.).

Para los receptors de progesterona: el andlisis esta-
distico realizado con los datos es idéntico al anterior. Buscamos
la correlacién entre los métosos 1 y 2. El coeficiente de corre-

lacién encontrado fué de 0,988 indicando también una asociacidén
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COMPARRCION METODO SCRTCHARD versus MONOPUNTURL
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positiva entre ambos métodos. (Fig 5).

Dado el elevado valor del coeficiente de correlacién
y que el error tipico de la prediccién es pequefio, en propor-
a los valores de las variables, se puede considerar que es co-
rrecto utilizar el métod Monopuntual, cuando nos veamos pre-
cisados a ello. Hay que sefialar que el error de la prediccién
es ligeramente superior en el caso de los RPg, pero también

dentro de unos limites aceptables.

3.~ DETERMINACION DE RECEPTORES DE ESTROGENO Y PROGESTE-

RONA EN TUMORES DE MAMA.

Durante un perfodo de estudio de 32 meses se han
analizado 332 muestras tumorales para determinar el contenido
de RE y 327 para el contenido de RPg. Todas las muestras pro-
cedian de mujeres con neoplasias de mama en diferentes esta-

dios clinicos.

La técnica utilizada para analizar el contenido tan-
to de RE como el de RPg ha sido la de Carbdén-Dextrano. En a-
quellas en las que la cantidad de tejido tumoral fué suficien-
te se realizé el Scatchard con cinco puntos; y las muestras que

fueron menores de 300 mgrs. se realizd el ensayo Monopuntual.

Las muestras se distribuian de la siguiente forma:

Diagrama 1
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25
NUMERO DE CRSOS

TOTAL MUESTRAS TUMORALES

R.= TUMORES LOCALIZADOS

B.= T.LOCALMTE AVANZ € INFLAM

C.= METRSTRSIS

PORCENTRJES

00.4%

12.98]

7.5%
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25 tumores localmente avanzados e inflamatorios
que habian recibido previamente a la teraped-
tica locorregional, quimioterapia + radioterapia.

40 Met'astasis de carcinomas de mama de diversas

localizaciones.

267 Tumores de mama. Estadios I,Il1 y I1Il, cuya

primera actitud terapettica fué la mastectomia.

3.1. Tumores localmente avanzados

Determinamos la cantidad de receptores hormonales
en 25 muestras tumorales de pacientes con c&ncer de mama lo-
calmente avanzados o inflamtorios. Por las caracteristicas de
la enfermedad, habian recibido al menos 3 ciclos de quimiotera-
pia antes de la mast@ctomia; en 2 pacientes se asocié ademds

radioterapia.

El andlisis de receptores se realizdé sobre las muestras

tumorales obtenidas durante la mastectomia.

Las caracteristicas de este grupo de pacientes fué:
Edad media 53 afios (rango 29-78 afios). Un 52% eran premeno-

pausicas y 48% postmenopausicas.

En el momento del diagndstico, 4 pacientes fueron

clasificadas como T3b N1_2_3 MO, y 21 como T4—1—2-3 MO'

Segin el perfodo evolutivo, 12 pacientes tuvieron un

Pev-1-2 y en 2 como Pev 3.
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El porcentaje de receptores de estrégeno positivo

encontrado fué del 32% y el de RPg del 24%.

3.2. Metdstasis de carcinoma de mama

Se estudidé el contenido de RE y RPg en 40 muestras

tumorales procedentes de metdstasis por carcinoma de mama.

La distribucién de las mismas fué:
- 13 ganglios axilares contralaterales o supraclavi-

culares.

10 recidivas sobre la cicatriz de mastectomia.
- 13 lesiones cutdneas.
- 3 en mama contralateral.

—~ 1 metdstasis cerebral.

En todos los casos se confirmé histolégicamente la

existencia de tumor en el lugar de la biopsia.

Las caracteristicas de este grupo de pacientes fueron:
Edad media de 58 afios (rango 32-79 afios). Un 35%

fueron premenopatsicas y un 65% postmenopatsicas.

Cuatro pacientes habian recibido tratamiento quimio-
terapico + hormonoterapia al menos 2 meses antes de la toma
de biopsia. El resto de las pacientes o no habia recibido trata-
miento sistémico previo o si lo habian recibido hacia mds de
6 meses en el momento de la biopsia.

Los receptores de estrégeno en este grupo de pacien-

tes fueron positivos en el 52,5% de los casos y los RPg en el 44%.
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La concordancia en los valores de RE y RPg en una
misma muestra tumoral fué globalmente de un 77,7%; RE+ RPg+
se dié en el 44,4% de los casos; y RE- RPg- simultdneamente

en un 33,3%.

El fenotipo RE+ RPg- se encontrd en un 17,6% y el

fenotipo RE- RPg+ en un 3% de los casos. (Tabla n24).

3.3. Tumores de mama estadios I, 11 y 111

Se estudiaron 267 muestras tumorales procedentes de

pacientes con cdncer de mama estadios I, 11 y III.

Las muestras tumorales para el estudio de los re-

ceptores, fueron obtenidas en el momento de la mastectomia.
Las caracteristicas de este grupo de pacientes fueron:

Edad media 56,9 afios (rango 22-88 afios ). Un 34,4%

eran premenopafsicas y 65,4% postmenopafsicas. Diagrama 2.

De las 148 pacientes que fueron diagnosticadas en
el Hospital Clinico de Valencia, 20 (13,5%) tenian un tamafio
tumoral menor de 2 cms.; en 80 (54,0%) sus tumores median en-
tre 3-5 cms.; y 48 (32,4%) tenian un tamafio tumoral mayor de

5 cms.

En este mismo grupo de pacientes 66 (44,5%) no te-
nian ningin ganglio afecto; 41 (27,7%) tenian de 1 a 3 ganglios
axilares infiltrados; y 41 (27,7%) tenian mds de 3 ganglios in-

filtrados.
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T A B L A Ne 4

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE RE Y RPg. EN METASTASIS

COMBINACION DE RECEPTORES PORCENTAJE
RE + RPg + 44,4 %
RE - Rpg - 33,3 %
RE + RPg - 17,6 %
RE - Rpg + 3,0 %

RE + = > 10 fmol/mg.

RPg + = » 10 fmol/mg.
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En 137 pacientes a las que se les administrd, tras
la mastectomia, un tratamiento adyuvante con quimioterapia +
hormonoterapia, y que fueron controladas de acuerdo al protocolo
que se tienen establecido para este fin, en nuestro Centro,se
analizé el numero de pacientes que habian sufrido recaida de

su enfermedad.

El tiempo de seguimiento medio fué de 19 meses (mi-

nimo 3 meses y maximo de 32 meses).

En el momento de este andlisis se han producido 11
recaidas; de las cuales 5 tenian mds de 3 ganglios infiltrados;
de 1-3 ganglios afectos 5 pacientes, y tan sélo una de las pa-

cientes que recaydé no tenia ningin ganglio infiltrado.

3.3.1. Distribucién_de RE_y RPg

En las 267 muestras analizadas en este grupo de pa-
cientes, se encontrd que en 165 (61,8%) tenian un nivel dg RE
de 10 6 mds fmol/mg de proteina, (considerando en nuestro estudio
como positivo) y el resto 102 (38,2%) tenian un nivel de 0-9fmol/mg
de protéina receptora (consideras como negativas en nuestro es-

tudio).

En las 265 muestra donde se estudiaron los RPg se
hallaron 133 (50,1%) que tenian niveles iguales o mayores de
10 fmol/mg de proteina receptora y 132 (49,8%) en que los nive-

les fueron de 0-9 fmol/mg.
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En los diagramas 3 y 4 se representan las muestras

positivas y negativas tanto de RE como de RPg respectivamente.

3.3.2. Concordancia de niveles ce RE y RPg

La concordancia en la distribucién de RE y RPg,
ambos positivos o negativos en un mismo tumor, fué globalmente

de 74,3%.

RE+ RPg+ en un mismo tumor se encontré en 115 mues-
tras de las 265 estudiadas (43,4%) y en 82 (30,9%) ambos recep-
tores fueron negativos. El fenotipo RE+ RPg- se encontrdé en 50
pacientes (18,8%) y RE- RPg+ se encontrd en 18 pacientes, lo

que supone un 6,7%. (Tabla 5).

L.— CONCORDANCIA ENTRE NIVEL DE RE Y PORCENTAJE DE RPg °

POSITIVOS.

Cuando las muestras tumorales fueron agrupadas en
funcién del nivel de RE y de RPg se encontré que existia una
relacién directamente proporcional entre ellas. Cudnto mayor era
la cantidad de RE encontrada en el tumor, mayor fué la proba-
bilidad de encontrar RPg positivos, tal y como se muestra en

la figura 6.

Los tumores con valores de RE entre 0-2 fmol/mg.
presentan RPg positivos tan sélo en un 13,7% de los casos, siendo

los niveles de RPg en este grupo inferiores a 100 fmol/mg. Cuando
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DISTRIBUCION DE R.E. EN TUMORES LOCRLIZiAiDOS DE MRMR

61 .

30.2%



-140

DI A GRAMA N9 U

DISTRIBUCION DE R.Pg. EN TUMORES LOCALIZRDOS MRMR
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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. - Ropgo - 30,%
R.EQ + Ropgo - 18,8%
R.E. - R.Pg. + 6,7%
R.E. + > 1lo fmol/mg.

R.Pg. + %> 10 fmol/mg.




25

F I GUR A

-142-

N 6

* DE R.Pg.+ SEGUN NIVEL DE R.E.

8/27
10773 29.652
13.752
<3 3-9

36/42
79/123
993
85.752
64.252
7913
10-99 >*100

R.E.(fmol/mg)
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se analizan los tumores con valores de RE entre 3 y 9 fmol/mg.
el 29,63% de los mismos son RPg positivos, siendo también sus

niveles en todos los casos menores de 100 fmol/mg.

En aquellos tumores cuyo contenido en RE fué de 10
a 99 fmol/mg la posibilidad de hallar simultdneamente RPg po-
sitivos fué de un 64,2%, y el 8% de &stos, tenian valores de
RPg superiores a 100 fmol/mg. Finalmente, cuando se analizdé
el grupo de tumores con valores de RE superiores a 100 fmol/mg
el 85,7% contenian RPg positivos, y de estos el 17% tenian va-

lores superiores a 100 fmol/mg.

Se construyd una tabla de frecuencia con los datos
analizados, estableciéndose la hipétesis de independencia entre
las dos variables (RE y RPg), y observamos que existe una aso-

ciacién entre las mismas . p:( 0,0001). (Tabla 6).

5.- DISTRIBUCION DE RE Y RPG SEGUN LAS CARACTERISTICAS

DE LAS PACIENTES.

En este apartado de nuestro estudio nos proponemos
analizar en los tumores localizados de mama, la incidencia y
nivel de RE y RPg en relacién con el:

- Estado menopausico.

- Edad de las pacientes.

- Fase del ciclo menstrual en el momento de la mas-

tectomia.
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DISTRIBUCION DE NIVELES DE R.E. Y R.Pg.

RECEPTORES PROGESTERONA
VALOR
R. ESTROGENO 0-9 210 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)
TOTAL 132 (49,8) 133 (s50,1) 265 (100)

* Porcentaje de pacientes entre paréntesis.

ESTADISTICO VALOR G.L. PROBABILIDAD

PEARSON CHISQUARE 74.346 3 .00000
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5.1. RE y RPg en relacién con la menopausia

Cuando las pacientes fueron agrupadas segin su es-
tado menpadsico, y se analizd el contenido de RE y RPg en las
muestras tumorales se encontré que existia una diferencia en
cudnto a positividad de RE entre ambos grupos. En cambio no
existian diferencias en cudnto a porcentaje de positividad de

los RPg entre pre y postmenopausicas. Figura n? 7,

La proporcién de mujeres que contenian RE positivos
en el grupo premenopausico fué de 47,8% y en el grupo postmeno-
pausico de 69,1%. Siendo esta diferencia estadfsticamente signi-

ficativa . : ('p <4 0,001).

En contraste, la proporcién de pacientes con RPg
positivos en ambos grupos pre y postmenopatsicas fué similar:

48,35% versus 51,5%, (p= 0,6). Tabla n? 7.

Cuando se analizd la concordancia en cudnto al esta-
do de RE y RPg se vié que en las pacientes premenopafsicas
ambos receptores fueron positivos a la vez en un mismo tumor
en un 38,4% y en las postmenopausicas esta concordancia fué

del 45’ 8% .

RE- RPg- se vid en el 41,7% de las pacientes preme-

nopausicas y en el 25,2% de las postmenopausicas.

El fenotipo RE+ RPg- se encontré en mayor porcentaje
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F I G U R A N2 7

DISTRIBUCION DE R.E.+ Y R.Pg.+ SEGUN MENOPRUSIR

PREMENOPRUSICRS POSTMENOPRUSICRS
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89/174
>$ 44/91
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A Ne 7

DISTRIBUCION DE

Y RPg SEGUN MENOPAUSIA

*

Porcentaje de pacientes entre paréntesis.

M E N O P A U S 1 A

VALOR

R. ESTROGENO PRE POST TQTA]

0-9 48 (52,1) 54 (30,8) 102 (38,2)

> 10 L4 (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 OFP A U S I A

VALOR

R. PROGESTERQNA PRE POST TOTAL
0-9 47 (51,6) 85 (48,8) 132 (49,8)
7 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
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en las postmenopatlsicas (23,5%) que en las premenopaisicas (9,8%).
En cambio la combinacién RE- RPg+, aunque poco frecuente, se
observé en un 5% de las pacientes postmenopaisicas y en un

10% de las premenopatisicas tal y como se comprueba en la Ta-

bla n? 8.

Los valores medios de los RE encontrados en las pa-
cientes postmenopadsicas fueron mds elevados (90,9 fmol/mg) que
en las pacientes premenopalsicas (44,8 fmol/mg). Siendo esta

diferencia estadisticamente significativa . (p £ 0,0001).

En contraste los valores medios de los receptores de
progesterona encontrados en las pacientes premenopatlisicas fueron
ligeramente superiores que en las postmenopaudsicas (64,2 fmol/mg),
pero estas diferencias no son significativas estadfsticamente

(P= 092).

La figura 8 nos muestra los valores medios de RE

y RPg segin el estado menopalisico de las pacientes.

5.2. RE y RPg en relacién con la edad de las pacientes

Las pacientes fueron agrupadas segun la edad: menos

de 40 afios; 40-50; 51-60; 61-70 y mds de 70 afios.

En el grupo de menos de 40 afios, aunque este com-
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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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prende sélo 16 pacientes, el porcentaje de RE positivos fué de
31,25% y RPg positivos 12,5% de las pacientes. En el perl'odo

de los 40-50 afios el porcentaje de RE+ fué de 50,6% y el de RPg+
de 55,4%. En el grupo de 51-60 afios, el porcentaje de pacientes

con RE+ fué de el 57% de los casos y los RPg+ en un 47,1%. .

Las pacientes de 61-70 afios RE positivos fueron el
76,7% de los casos y RPg+ en 55,3% y finalmente en el grupo
de pacientes mayores de 70 afios la frecuencia de RE positivos
fué de 78%, frente a 53% de RPg+. Los resultados se representan

por medio de histogramas de frecuencias (Figura n2%9 ).

Por tanto la proporcion de pacientes con tumores RE
positivos va aumentando de manera significativa con el incremento
de la edad, como indica el valor de p menor de 0,0005. Sin em-
bargo el porcentaje de pacientes con RPg no aumenta con la edad

(p= 0,02) (Tabla n® 9).

Se analizan los valores medios de RE y RPgen rela-
cidén con la edad de las pacientes, viéndose que el contenido
medio de RE aumenta con la edad: menos de 40 afios, 30 fmol/mg;
40-50 afios 45,5 fmol/mg; 51-60 afios 83 fmol/mg; 61-70 afios 90

fmol/mg; mds de 70 afios 111 fmol/mg. (Figura n? 10).

En cambio el valor medio de los RPg se mantiene
mds o menos estable a lo largo de todas las edades, aproxima-

damente 57 fmoles/mg. de proteina. En este grupo no obstante
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T A B L A Ne 9 (I)

DISTRIBUCION DE R.E. SEGUN EDAD

VALOR ESTROGENDO
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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FI1GURA N9 9

PORCENTRJE DE R.E.+ Y R.Pg.+ SEGUN EDAD

UJ - R.E.+ UJ - R.Pg.+
77%* 78%*

[IMIIIT
51% tos 337
HhEi 73 g I

31%*
lili
12%

<40 40-50 51-B0 61-70 >70 RNOS
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T A B L A N2 9 (y II)

DISTRIBUCION DE R.Pg. SEGUN EDAD

VALOR PROGESTERONA

EDAD 0-9 2 10

£ 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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el mdximo valor medio se observa para las edades de 41-50

afios.

5.3.- RE Y RPg en relacion con la fase del ciclo menstrual.

Con el fin de investigar si los niveles circulantes
de hormonas esteroideas de estrdégeno y progesterona ejercfan
algin influjo sobre el nivel de RE y RPg encontrados en el tu
mor, se han estudiado 53 pacientes premenopausicas, en las -
que se pudo averiguar el dia én que se encontraban del ci-

clo menstrual en el momento de la mastectomia.

Las pacientes fueron subdivididas en tres grupos
segin se encontraran entre los dias 0-10, 11-20 o mds de 20,
respecto a su ciclo menstrual. El nimero de pacientes en ca-

da subgrupo fue similar.

Los resultados obtenidos fueron: El porcentaje de
RE positivos no varié significativamente durante los tres pe-

rfodos de 10 dias; estos fueron 57,8%, 46,6% y 52,6%.

En cuédnto a los RPg encontrados en cada perfodo
si que mostraron diferencias, pero éstas no obtuvieron tampoco

una significacién estadistica (p = 0,2).

En el periodo de 0-10 dias se encontraron 52,6% de
RPg positivos, en el perfodo de 10-20 dias se encontré un 40%
de RPg positivos y en el de mds de 20 dias un 42,1% de posi

tividad para los RPg. (Figura 11).
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NO11

PORCENTRJE DE TUMORES R.E.+ Y R.Pg.+ EN DIFERENTES
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6.- RELACION DE RE Y RPG Y CIERTOS FACTORES PRONOSTICOS

EN CANCER DE MAMA.

6.1.- RE y RPg en relacidén con el tamafio tumoral.

Las pacientes fueron agrupadas segin que el tamafio
de sus tumores fuera menor de dos centimetros, entre 3-5 cms.

y mds de 5 cms.; y se relaciondé con el contenido de RE y RPg.

En aquellos tumores iguales o menores de 2 cms. el
porcentaje de RE positivos fue del 65%, y el de RPg positivos
del 60%. En los tumores entre 3-5 cms. se encontraron RE posi
tivos en el 70% y RPg positivos en el 57,5%. En aquellos tumo
res mayores de 5 cms. la frecuencia de RE positivos fué de un

60,4% y RPg positivos de 52,8%.

En cada categorfa, segun el tamafio tumoral, no -
hubo diferencias en la distribucién de RE+ y RPg+. No obstan

te se encuentra una ligera disminucién en la proporcién de -

RE+ y RPg+ en aquellos tumores de mayor tamafio. Pero esta

diferencia no resulta estadisticamente significativo como mues
tran los valores de P = 0,5 y p = 0,7 correspondientes a los
estadisticos X2 de las tablas de frecuencias de RE y RPg res

pectivamente (Tabla 10).

6.2.- RE y RPg en relacién con el nuimero de ganglios infil-

trados.

Se analizé la relacién entre el numero de ganglios
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DISTRIBUCION DE RE y RPG SEGUN TAMANO TUMORAL

TAMANO 'TUMORAL
VALOR
R. ESTROG. 2 3-5 >5 TOTAL
2 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 1,24 2 .53608
TAMANO TUMORAL
VALOR
R.PROGEST. £ 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

* Porcemtaje de pacientes entre

paréntesi s.
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axilares infiltrados y el contenido de RE y RPg del tumor.

Las pacientes fueron estratificadas en tres grupos
segin el numero de ganglios infiltrados (ninguno, entre 1-3 y

mds de 3).

Aproximadamente el 65% de las pacientes de cada
subgrupo fue RE+ y el 55% RPg+. No encontramos relacién en-
tre el numero de ganglios infiltrados y el contenido en RE y
RPg del tumor primario, como se comprueba con los correspon-
dientes valores de p = 0,9 y p = 0,7 de los estadisticos x2

de la tabla 11.

7.- VARIACION EN CUANTO AL CONTENIDO DE RE EN DIFEREN-

TES PARTES DE UN MISMO TUMOR.

Se analizaron simultdneamente dos porciones de un
mismo tumor en 29 muestras tumorales de pacientes con neopla-
sias de mama, con el ffn de investigar la variabilidad en —-

cuanto al contenido de RE dentro de un tumor.

La edad media de las pacientes de las cuales pro
cedian las muestras tumorales fue de 55,8 afios (rango 35 a
81 afios). Diez pacientes (34,5%) eran premenopausicas y 19

(65,5%) postmenopausicas.

En 21 tumores (72,5%) fueron concordantes los re-
sultados de las dos muestras en cudnto a contenido de RE y

en 8 tumores (27,5%) fueron discordantes los resultados de -
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RE y RPg SEGUN N¢? GANGLIOS

NUMERO DE GANGLIOS

VALOR
R. ESTROG. 0 1-3 2 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

NUMERO DE GANGLIOS

VALOR
R. PROGEST. 0 1-3 2 4 TOTAL
0-9 27(40,9) 19 (46,3) 19(43,3) 65 (43,9)
7 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 paréntesis.
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las dos muestras estudiadas (Tabla 12).

De los 21 tumores concordantes 12 de ellos (41,3%)
tenian ambas muestras positivas; en 7 (24,1%) ambas muestras

negativas, y en 2 (6,9%) ambas 'border line".

De los 8 tumores en los cuales se encontrd discor-
dancia en los resultados podemos hacer dos grupos: los que
consideramos una discordancia menor entendiendo como tal la
diferencia de grado de positividad (una muestra positiva o ne-
gativa y la otra "border line") y un segundo grupo con discor-
dancia mayor, entendida como el hallazgo de muestras positivas

frente a otras negativas (Tabla 13).

La disco~rdancia mayor en cuédnto a contenido de

RE fué de un 6,9% mientras que la menor fué de un 20,6%.

Es de destacar que el rango de positividad en las
muestras con determinaciones discordantes fué mucho menor (12-
20 fmoles/mg) que el que se obtuvo en las muestras en que am-

bas determinaciones fueron positivas (10-223 fmoles/mg).

Las pacientes con RE negativos en ambas determina-
ciones tienden a ser mds jovenes (edad media 44 afios ) que
las que tienen alguna muestra con RE positivos (edad media 60

afios).

En los tumores con RE positivos en todas las muestras
se observdé que en su mayoria el nivel de positividad es unifor-
me tan sélo en dos casos de los 12 se obtuvieron variaciones

mds importantes.



TABLA Ne 12

CONCORDANTE

DISCORDANTE

VARIACION DE'LOS VALORES DE RECEPTORES EN CANCER DE MAMA: ENSAYOS SIMULTANEOS

1% ENsAYO 22 ENSAYO N& DE PACIENTES
E.Ru i E.R. i 2 ('6'9%)
EcRu - E.R-e"' 7 (24'1%)
E.R. + E.R. + 4 (13,8%)
EcR. - ElRo 1 2 ( 6,9%)
E.R. - E:R. + 2 ( 6,9%)

-£91-



TABLA N2 13

VARTACIONES CUANTITATIVAS EN EL CONTENIDO DE R:E: -EN LAS MUESTRAS CON VALORES DISCORDANTES

CASO 1°F ENsAYO 22 ENSAYO
*
DISCORDANCIA MAYOR (1) A 14 0
B 12 0
c 14 3
D 7 15
E 15 6
DISCORDANCIA MENOR (2) F 20 .
G 2: 6
H 5 2

(1) RoEo + R‘Eo -

=791-

(2) R.E. + R.E. _‘tﬁ R‘Eo - R.E. i"

(*) R.E. valores en Fmoles|mg. de la fraccién-de protefna citoplé&smica.
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8.- RE Y RPg EN RELACION A LA PROGRESION DE ENFERMEDAD

En 137 pacientes a las que se les administrd, tras
la mastectomia un tratamiento adyuvante con quimioterapia+ hor-
monoterapia, y que fueron controladas de acuerdo al protocolo
que se tiene establecido par este ffn en nuestro centro, se analizd
el nimero de pacientes que habian tenido una recaida de su

enfermedad en relacién con el estado de RE y RPg en sus tumores.

El tiempo de seguimiento medio fue de 19 meses (mi-

nimo 3 meses y mdximo de 32 meses).

En el momento de este andlisis se han producido 11
recaidas; de las cuales 5 tenian mds de 3 ganglios infiltrados;
de 1-3 ganglios afectos, 5 pacientes; y tan sblo una de las pa-

cientes que recayd no tenia ningin ganglio infiltrado.

Analizando el grupo de tumores con RE positivos se
vié que la recaida se produjo en 5 casos (5,68%) y en el grupo
de tumores con RE negativos se produjeron 6 recaidas lo que

supone un 12,24%.

En el grupo de pacientes con RPg positivos recayeron

2 (2,63%) y en el de RPg negativos recayeron 9 (14,75%).

Cuando analizamos estadfsticamente los resultados,
comprobamos que el estado RE positivo o negativo no influye en
el porcentaje de recafdas significativamente (p= 0,1). Por el
contrario el estado de RPg negativo estd asociado con un mayor

riesgo de recaida (p € 0,05) en este pequefio grupo de pacientes
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analizado. (Tabla n? 14).

Cuando las pacientes fueron agrupadas segun el con-
tenido de RE y RPg conjuntamente en sus tumores y se analiza-

ron las recaidas, se observd que:

En el grupo que tenfa RE+ RPg+ y que comprendia
68 pacientes tan solo recayeron 2 (2,94%); en cambio cuando
se analizdé el grupo RE- RPg- el cual comprendia 41 pacientes,

las recaidas se produjeron en 6 (14,6%).

En el subgrupo RE- RPg+ aunque comprende un esca-
so numero de pacientes, no se produjo ninguna recaida, y en

el grupo RE+ RPg- se produjeron 3 recaidas. {(Tabla n? 15).

Ademds hay que sefialar que las pacientes que reca-
yeron en el grupo con ambos receptores negativos, la recaida
se produjo mucho méds precozmente que en aquellas pacientes
que también lo hicieron, pero que tenian en sus tumores ambos
receptores positivos, o alguno de ellos positivo (11 versus 18

meses).

Por tanto, a pesar del corto tiempo de seguimiento,
y aunque no podemos sacar conclusiones a este respecto, es de
sefialar que el grupo de pacientes con receptores de progesterona

negativos, registré la mayor frecuencia de recaidas.
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{u"
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DISTRIBJCION DE RE y RPg SEGUN LAS RECAIDAS

VALOR
R. ESTROGENO S1 NO TOTAL
0 - 9 6 (12,2)* 43 (87,6) 49 (100)
2, 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
R E C A 1 D A
VALOR
R. PROGESTERONA S1 NO TOTAL
0 - 9 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 parentesis.
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TABLA N° i5

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
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DISCUSION

Las hormonas sexuales esteroideas son transportadas
a través de la sangre a todos los tejidos corporales, pero esti-
mulan sSlamente a los tejidos y 6rganos diana, tales como el
utero, ovario y glandula mamaria.

Las hormonas esteroideas se encuentran a muy bajas

10 y 1078 M, por lo cual el tejido diana

concentraciones entre 10~
debe tener unos lugares de reconocimiento muy sensibles (recep-

tores) para responder a tan bajos niveles.

Estos receptores son unas proteinas que se unen a

las hormonas con una alta afinidad y especificidad.

Los RE y RPg se localizan en el citoplasma y en el
nicleo de las células de tejidos y dependen de la estimulacién

hormonal para realizar las funciones que les son propias.

Actualmente estd comprobado que los estrégenos, pro-
gestdgenos, andrégenos y esteroides adrenocorticales tienen un
idéntico mecanismo bdsico de accidén en sus respectivos tejidos
diana. Después que el esteroide entra en la célula, tras atra-
vesar la membrana celular, éstos se unen especificamente y con
alta afinidad al receptor soluble citopldsmico. El complejo resul-

tante receptor-esteroide, tras su activacién (cambio estructural)
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pasa al nucleo, donde se une a un sitio aceptor en la cromatina.
El complejo nuclear receptor-esteroide unido facilita la transcrip-
cién genética, induciendo un aumento en la produccién de varios

RNA y eventualmente aumentando la sintesis de proteinas.

Numerosos estudios han demostrado que la proteina
receptora citopldsmica es necesaria para la accién de los esteroi-
des, y que ella es la responsable de la interaccién inicial entre
la hormona y la célula. Esta unidén, significa la '"sefial" para
que se desencadenen los acontecimientos bioquimicos posteriores,

responsables de la accién de la hormona en particular.
P

Cuando ocurre una transformacién maligna, las célu-
las pueden conservar todos o parte de los sitios receptores de
una poblacién celular normal. La determinacién del nidmero de
sitios receptores nos informa si el crecimiento y funcién de una
célula son regulados por su ambiente hormonal o no. Esto impli-
ca que la cuantificacién del numero de sitios receptores podrd

indicarnos la dependencia hormonal celular.

Esta hipétesis ha sido confirmada, y en el momento
actual estd ben establecido que los tumores que no contienen
RE raramente responden a una terapetltica endocrina, mientras
que los tumores con RE positivos frecuentemente responden a las

manipulaciones hormonales.

No obstante, la positividad de los RE en un tumor
no garantiza una respuesta a la terapia endocrina, ya que el

40% de las pacientes no responden a pesar de la positividad
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de tales receptores. HORWITZ ( 75 ) sugiere que ciertos tumores
RE positivos no responden a las manip laciones endocrinas porque
existe un defecto en algin paso distal del mecanismo de accidn,
conduciendo a un crecimiento auténomo. Seria necesario confirmar
la integridad de la secuencia metabdlica que es desencadenada

por la unién del estrégeno al receptor.

Basados en la observacién de que los RPg son induci-
dos por los estrogenos en los tejidos diana normales y el cultivo
de células de cdncer de mama humano, McGUIRE Y HORWITZ - -

( 98 ) sugirieron que los RPg podr'ian ser un mejor marcador
que el RE, ya que aseguran la existencia de una via intacta
en la respuesta al estrogeno. Actualmente es aceptado que los
RPg son un marcador mejor de la dependencia hormonal de un

tumor que los RE.

Todo ello sugiere que en los tumores de mama debe
ser medido el contenido tanto de RE como de RPg rutinariamente,
y que el resultado de estos ensayos puede ayudar a individua-

lizar el tratamiento de las pacientes con cdncer de mama.

La utilidad clinica de los receptores esteroideos en
otras neoplasias como son las de endometrio, ovario, proéstata,

rifidny melanoma no estd bien establecida por el momento.

Los receptores esteroideos han podido ser cuantificados
porque tienen ciertas caracteristicas que permiten su identifica-
cién. Son definibles por las siguientes propiedades "in vitro':

a) capacidad de unidén limitada: La respuesta biolégica a una
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hormona esteroidea es un fendémeno saturable. Esto implica que
hay sélamente un nﬁmeré limitado de sitios de unién en cualquier
tejido dado. El citosol o la fraccién nuclear de un tejido diana
asociado a varias concentraciones de esteroide marcado con un
isétopo permite la unidén del esteroide con el receptor hasta al-
canzar el equilibrio. b) Alta afinidad: Los niveles circulantes

de esteroides son generalmente de 10—10 a 10—8

M. Por lo que
estos receptores deberdn tener una alta afinidad por su hormona

respectiva. c¢) Especificidad por la hormona: El receptor presenta

una alta afinidad por una o varias hormonas. Esta especificidad
hace que que la célula del tejido diana responda a la sefial
hormonal a pesar de la interferencia de otras sefiales. La unién
del estréogeno a su receptor es especifica, mientra que la unién
de la progesterona a su receptor es relativamente menos especi-
fica, ya que la progesterona se une también a los receptores

de andrbégenos y de glucocorticoides. d) Especificidad de los

tejidos: Una respuesta significativa a las hormonas sexuales

s6lo la presentan ciertos tejidos tales como utero, vagina y
glandula mamaria, denominados tejidos diana, los cuales tienen
un numero de receptores citopldsmicos muy elev.ado, comparado
con otros organos que también poseen receptores como son el hi-
potdlamo, rifién, diafragma, bazo e higado, pero en muy pequefia

cantidad. e) Correlacién con respuesta bioldgica: La unién de

la hormona a su receptor podria ser demostrada por la ampli-
tud de la respuesta. Este criterio no ha podido demostrarse a

causa de la interaccidén de diferentes hormonas.
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Varias técnicas in vitro se han desarrollado en los
GUltimos afios para detectar y cuantificar la concentracidén de

proteina receptora intracelular.

La amplia variedad de ensayos utilizados para la
determinacién de estos receptores se basa en la medida de estas
proteinas, en forma de complejos unidos a ligandos esteroideos

marcados con isétopos.

El método mds frecuentemente utilizado para el and-
lisis de receptores es el de Carbdén-Dextrano ( 85 ) siendo el
que hemos utilizado nosotros por su sensibilidad y exactitud,
asi como por la posibilidad de ensayar varias muestras al mismo
tiempo, utilizando un mismo stndard. En él empleamos concentra-
ciones crecientes de ligando radiactivo especifico hasta alcanzar

el equilibrio, lo que permite construir una curva de saturacidn.

No obstante las preparaciones de tejido diana contienen
otros componentes capaces de unirse a los ligandos esteroideos,
ademds de a sus propios receptores especificos. Tales componentes
de unidén no especificos generalmente tienen una relativa baja
afinidad pero una alta capacidad por los ligandos. Por ello se
utilizan ligandos esteroideos con el fin de saturar los receptores
especificos, y ello nos permite medir también los componentes

de unién no especifica.

La hormona marcada libre no unida es eliminada por
medio del Carbdén-Dextrano, por la propiedad que tiene el carbdn

vegetal de adsorber y precipitar a la hormona libre. El dextrano
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actia de estabilizador de los compljos hormona-receptor formados.

La radiactividad medida en las muestras con exceso
de ligando no marcado nos valora las uniones no saturables,
mientra que las qué contienen ligando marcado sdélo, indican
el total de uniones. La diferencia entre las dos nos da las unio-
nes especificas construyendo a partir de ellas la curva de satu-

racién.

A partir de los datos experimentales de unién que
nos proporciona la metddica anterior, en ocasiones resulta diff-
cil obtener una curva de saturacién de una manera clara, por
lo cué}és de gran utilidad el realizar una transformacién mate-
mdtica derivada de la ley de accién de masas. Nosotros con este
ffn hemos empleado el método de Scatchard ( 45 ). Con é1, utili-
zando los valores de unidén especifica, se calcula el numero to-
tal de sitios receptores y la constante de disociacidén, con lo
que conseguimos informacién sobre la afinidad del receptor que
estamos midiendo, puesto que pueden estar presentes proteinas
contaminantes que también se unan al esteroide y nos dén un

falso positivo.

Otros autores para separar la hormona libre de la
unida han utilizado métodos fisicos, como la técnica de gel de
Poliacrilamida ( 87 ) y el gradiente de densidad sucrosa ( 84 )
siendo este ultimo método muy utilizado por numerosos labora-
torios de investigacién. Con él se pueden identificar las molé-

culas de receptor basindose en la velocidad de sedimentacién
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de las proteinas en funcién de su peso molecular y densidad.
Esta técnica da una informacién uGtil de las formas moleculares
del receptor. Habitualmente en este método se usa una concentra-
cién de esteroide sbélo, no obteniéndose informacién en cudnto

a la afinidad del ligando por el receptor. Ademds estos procede-
res de separacién fisica necesitan mucho mds tiempo par su rea-
lizaciéon y conducen a pérdidas en las medidas del receptor.

Son métodos para cuantificar los receptores lentos y caros. Su

uso en la rutina clinica ha sido muy limitado.

Varios autores (206-207) han demostrado una correlacién
cuantitativa excelente entre el andlisis de receptores por el ensayo

de Carboén-Dextrano y el método de gradiente de sucrosa.

No obstante, CHESTER (208) encontrdé que el ensayo
de Carbdén-Dextrano era mds sensible para determinar los RE.
ANDERSON ( 209)demuestra también mayor sensibilidad para la
determinacién de RPg por este método que con el de gradiente
de densidad sucrosa, y esta diferencia se acentia mds cuando

en este ultimo ensayo no se usaba el molibdato.

Otras técnicas de adsorcién y precipitacién incluyen
la obtencién del receptor mediante filtros de intercambio ibnico,
adsorcién del receptor mediante la hidroxilapatita, eliminacién
del esteroide libre mediante anticuerpos antiesteroideos y preci-
pitacién del receptor mediante sulfato de protamina. Todos ellos
tienen ventajas y desventajas, pero no estdn lo suficientemente

estandarizados para su utilizacién rutinaria.
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Con la finalidad de localizar el receptor en el propio
tejido y de poder identificar aquellos carcinomas de mama que
tienen una poblacién heterogénea con sbélo un nimero pequefio
de células RE positivas, se han investigado métodos histoquimi-
cos, utilizando técnicas de inmunofluorescencia o de inmunoper-
oxidasas, y anticuerpos antiesteroideos. La dificultad de cuanti-
ficar los resultados en términos de concentracién de receptor

constituye la mayor limitacién de estas técnicas.

Se han ensayado otros métodos histoquimicos utilizan-
do conjugados de esteroides con sustancias fluorescinadas. FISHER
( 93 ) realizé un estudio comparativo entre este método citoqui-
mico que usaba flurescefna unida a la posicién 17 del estradiol,
y el método de Carbén-Dextrano, no encontrando relacién cuanti-
tativa directa. Sin embargo, demostré que la técnica citoquimica
era util para medir la relacién de células positivas al RE en
una muestra tumoral y comprobd que el 81% de los tumores con
valores de RE entre 10 y 99 fmol/ng medido en el ensayo de Car-
bén-Dextrano se asociaba con mds del 10% de células positivas

al marcador.

Desafortunadamente ninguna de las técnicas histoqui-
micas han sido evaluadas de forma independiente, prospectiva
y ciega. A pesar de ser atrayentes su sensibilidad tiene que
ser todavia evaluada. Se requieren mds estudios, antes de que
se puedan abandonar los métodos bioquimicos de anllisis del

receptor.
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No obstante, con el desarrollo reciente de anticuerpos
monoclonales especificos podrdn realizarse ensayos directos de

radioinmunoandlisis.

DeSOMBREY Cols ( g4 ) han conseguido un anticuerpo
monoclonal frente al receptor de estrégeno, y ésto va a permitir
la utilizacién de un sistema inmunorradiométrico de gran sensi-

bilidad y especificidad, para la determinacién de este receptor.

Se han descrito muchos métodos para determinar la
actividad de los receptores esteroideos en los tumores de mama.
Pero el método de Carbdén-Dextrano, en nuestra opinién, tiene
muchas ventajas sobre los otros descritos: permite afirmar con
seguridad la cantidad de receptores unidos; determina la cons-
tante de disociacién; es un método sensible, exacto y reproduci-
ble y ademds pueden ensayarse al mismo tiempo varias muestras,

utilizando un mismo standard.

El principal inconveniente de esta metodologia es
la labilidad del receptor y su posible degradacién en una de
las fases analiticas y la presencia en el homogenizado de con-
taminantes que se unen al esteroide de modo inespecifico, y pue-

den conducir a una subestimacién en la medida del receptor.

Para evitarlo, en nuestro laboratorio, mantenemos
elfragmento tumoral a 0-2°C de temperatura inmerso en tampdn
frio. Esta precaucién es suficiente si el procedimiento lo iniciamos
inmediatamente, en caso contrario es necesario congelar el frag-

mento en nitrégeno liquido y mantenerlo a -80?C hasta el mo-



-178-

mento del examen.

El tampdén fosfato que se utiliza contiene como agen-
tes estabilizantes el glicerol, el cual disminuye la disociacién
del complejo hormona-receptor de progesterona (210). También
utilizamos el thioglicerol, que protege a los grupos sulfidrilicos

de la molécula del receptor (211).

El homogeneizado se tiene inmerso en bafio de agua
y hielo, respetando el intervalo de al menos 1 minuto cada 4
veces, para evitar el aumento de temperatura que conllevaria

a una degradacién del receptor (212).

La centrifugacién del homogeneizado se realiza a
100.000 g con lo cual se obtiene una mayor sensibilidad, ya
que ésto permite provocar la separacién del méaximo posible de

ligandos inespecificos.

Ademds de los componentes de unién no especificos,
en las muestras bioldgicas utilizadas para la medida de receptores
pueden exisstir contaminantes tales como la globulina de unién
de las hormanas esteroideas (SHBG) y globulinas de unién corti-
coidea (CBG). Ambas se unen a sus respectivos ligandos con

considerable afinidad.

La SHBGpuede causar problemas en la medida de los

RE y la CBG en la medida de los RPg.

Actualmente con la utilizacién en los ensayos de re-
ceptores de ligandos esteroideos sintéticos marcado,se ha supera-

do parcialmente este inconveniente. Generalmente, estos esteroides
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no interactian,en la mayoria de los casos con las proteinas sé-
ricas contaminantes, sin embargo si que se unen a los sitios
receptores de baja afinidad, no especiificos, y éstos necesitan

ser diferenciados.

Algunos de estos ligandos sintéticos se disocian més
lentamente de su receptor y ademds presentan mayor afinidad
por él que los ligandos naturales. La mayor desventaja de al-
gunos de ellos es su interaccién con varias clases de receptores

esteroide de competicién que bloquee los receptores especificos.

Se utiliza el dietilestilbestrol (DES) como competidor,
que no reconoce a la SHBG como ligando. Asi es posible eliminar
la interferencia debida a esta globulina de alta afinidad por
el estradiol. Este competidor se une al receptor especifico blo-

quedndolo.

Considrando esta caracteristica, el DES viene actual-
mente utilizdndose en nuestro laboratorio como alternativa al

17-beta estradil. La concentracién de DES es de 150 nMol/1.

Para la determinacién de RPg se usa la progestina
sintética 1llamada R-5020, que no se une a los receptores gluco-

corticoideos, ni a la CBG.

Para la obtencién de la recta de Scatchard nos ba-
samos en los resultados de cinco concentraciones seiadas de hor-
mona y por duplicado. Sin embargo, esta metodologia presenta
dificultades, por la exigencia de cantidades suficientes de tejido

tumoral que en ocasiones es prdcticamente imposible.
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Para resolver este problema estudiamos la posibilidad
desustituir la sistemdtica anterior por otra técnica mds simple
que consiste en utilizar nada mds que un sdlo punto, correspon-
diente a las concentraciones mds elevadas de hormona, tanto

para los RE como par los RPg.

El coeficiente de correlacidén que obtuvimos entre los
resultados de los dos métodos para los RE fué muy elevado, lo
que nos indicdé que podiamos utilizar el método monopuntual con

un margen muy aceptable de fiabilidad.

Con respecto a los RPg el coeficiente de correlacién
entre ambas técnicas no fué tan elevado, no obstante también

indicaba una asociacién positiva entre ambos métodos.

Aunque no podemos valorar la capacidad de afinidad
del receptor y el error en la cuantificacién de los receptores
aumenta, cuando nos vemos obligados, por la escasa cantidad
de material tumoral, a utilizar la técnica monopuntual podemos

hacerlo con un margen de confianza aceptable.

Varios estudios (213-214) han mostrado que ambas
técnicas son equivalentes para evaluar la concentracién del

receptor. Aunque en la prdctica la medida del valor de la Kd

afiade maYor rango de confianza ya que nos indica la especificidad

de wunidén de la reaccién.

El ensayo monopuntual, debe recomendarse sblamente
cuando el andlisis de receptors esteroideos tiene que realizarse

en pequefias muestras de biopsias.
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NICOLO (213) obseva también una excelente correla-
cidén, cuando compara los resultados obtenidos con el método de
Carbén-Dextrano con cinco puntos en el Scatchard y el método
de una sbla concentracién saturante de hormona. El coeficiente

de regresién que obtiene es de 0,99.

El desarrollo de ensayos de rutina requiriendo menos
tejido es un tema de interés para la mayoria de laboratorios
clinicos. MAGDALENAT (215) y SILVERWSWARD (216) realizan un
test simple usando el 3 H*Estradiol y 3 H*5020, para la deter-
minacién de RE y RPg sobre mateial procedente de aspirados

por aguja, y esto podria ser de una gran ayuda.

Los valores de RE y RPg encontrados en los tumores
malignos de mama varian con un amplio rango de 0-1000 fmol/mg
para los RE y desde 0-5000 fmoles/mg para los RPg. En nuestro
estudio, con ideramos receptores positivos aquellos valores 2de
10 fmoles/mg. de proteina. Este limite, estd basado en los resul-
tados publicados por la mayoria de autores (102, 107, 154). Pen-
samos que lo ideal seria que cada laboratorio determinase el
limite inferior para su ensayo, tanto en relacién con la sensibili-
dad de la té;nica, como correlacionando los niveles de receptores
y las respuestas tumorales a tratamientos hormonales en la cli-
nica. Con los datos de respuesta obtenidos se podria hacer una
linea arbitraria, a partir de la cual los especimenes podrian
ser etiquetados como rico o pobre en receptores. Cuando mayor
sea el numero y el tiempo de seguiemiento de las pacientes mds

discriminativo serd este valor limite.
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En nuestro caso, dado el nimero de pacientes y tiem-
po transcurrido desde la puesta en marcha de la técnica, nos

resulta imposible determinar dicha linea de separacién.

Estd plenamente establecido que aquellos tumores con
menos de 3 fmol/mg. de proteina son considerados RE y RPg ne-
gativos. El valor limite para considrar un tumor como RE y RPg
positivo estd mds discutido. Generalmente se acepta que aquellos
que tienen un valor por enci ma de 10 fmol/mg. de proteina son
positivos. Las concentraciones entre 3 y 10 fmol/mg. son conside-
rados indeterminados. Cuando el nivel de RE en un tumor aumenta,
la probabilidad de una respuesta objetiva a la hormonoterapia
se incrementa. La proporcién de respuestas en el grupo de RE
con valores de 0-9 fmol/mg. es sSlamente un 9% frente a un 30%
en aquellos tumores entre 10-20 fmoles/mg. Para los tumores con
valores entre 20-50 fmoles/mg. la respuesta objetiva fué de un
63% . En aquellos tumores con valores mayores de 50 fmol/mg
de proteina la respuest.a objetiva es mayor del 70% de las pacien-
tes (107). .

10

Los valores de la Kd van de 100~ a 10
-10

-y para

los RE y de 109 a 10 M para los RPg. Cuando la Kd estd
presente en estas concentraciones es indicativo de la presencia

de receptores especificos de estrégeno y progesterona respectiva-

mente (217).

Dado que la determinacién de receptores hormonales
en la clinica estd considerada una técnica que deberia realizar-

se rutinariamente por la informacién que proporciona a la hora
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de plantear estudios clinicos y adoptar decisiones terapelticas,
el proceder analitico, debe estar rigurosamente estandarizado

y ser rigurosos con los datos suministrados.

Debido a la complejidad de la técnica y el hecho
de que se haya convertido en un andlisis cotidiano, requiere
una cuidadosa puesta a punto, asi como tener establecidos los
controles necesarios para poder verificar en todo momento el

rigor de la misma.

El cuidado que hay que tener al determinar los re-
ceptores hormonales, no queda relegado sélo a la técnica en
si misma, sino también a la recogida, almacenamiento y trata-

miento de las muestras problema.

Las fuentes de variacién pueden investigarse utilizando
unos controles adecuados. El material de control estable puede

ser tejido liofilizado o tejido homogéneo congelado (218-219).

La técnica de Carbdn-Dextrano para la cuantificacién
de receptores esteroideos comprende varios procesos. El rango
de valores de receptores obtenidos para un tejido pulverizado
y homogeneizado puede atribuirse a variaciones técnicas encon-

tradas en cada uno de los pasos de este método.

Para analizar la reproductibilidad de la técnica en
nuestro laboratorio, y poder establecer un control de calidad,
asi como investigar como influyen las diferentes etapas de la
misma en la variacién de los resultados, se ha utilizado un

tejido pulverizado de ittero de vaca considerado homogéneo y
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rico en RE y RPg como control positivo.

Analizamos la variabilidad intraensayo en 12 ali-
cuotas de un mismo lote de tejido pulverizado. Obtuvimos un
coeficiente de variacién de un 11% para los RE y de un 12%

para los RPg.

Estos datos coinciden con los de otros autores como
HAWKINS (126) que encuentra una variabilidad de un 14-15% en

mﬁltipltes determinaciones de un mismo bloque de utero de rata.

La variabilidad encontrada por RAAM y cols. (212)
fué algo mayor que la encontrada por nosotros. Ellos atribuyen
este coeficiente de variacién al proceso de homogeneizacién, que

realizan manualmente.

En nuestro laboratorio, aunque el proceso de homo-
geneizacién también es regulado manualmente, el tiempo de cada
uno de estos ciclos de homogeneizacién estd bien establecido,
asi como el intervalo de tiempo que supone el enfriamiento de

la muestra entre cada uno de los ciclos.

Novobstante, analizamos la variabilidad que obtenia-
mos cuando este paso de homogeneizacién no intervenia en la
metodologia. Para ello, realizamos la técnica a partir de 12
fracciones de un mismo citosol, analizadas simultdneamente. El
coeficiente de variacién que obtuvimos fué de un 6% para los

RE y de un 8% para los RPg.

Cuando comparamos las varianzas obtenidas intra-
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ensayo con tejido pulverizado y con un '"pool" de citosol, obser-
vamos que las diferncias fueron estadisticamente significativas
en cuanto a los RE, pero no para los RPg. Comprobamos por
tanto, que la homogeneizacién contribuia a una variacién mayor

dentro del ensayo.

HAHNEL y VIVIAN (121) analizan tambien la variabi-
lidad de la técnica a partir del citosol y el coeficiente de va-
riacién que obtuvieron fué de un 5-8% cuando el citosol contenia

concentraciones elevadas de receptor.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio en
cudnto a las variaciones intra-ensayo de la técnica de Carbdn-
Dextrano, tanto en un tejido pulverizado como en un "pool" de
citosol, nos permiten adoptarla para el proceder rutinario de

la determinacién de receptores en tejido tumoral de mama.

Para investigar las variaciones inter-ensayo de la
técnica, con diferentes preparaciones de esteroides, distintos
tampones y soluciones standrds para las proteinas, y ademds
averiguar la influencia en cudnto a la conservacién de la mues-—
tra con respecto al perfodo de tiempo transcurrido, realizmos
la técnica en diferentes dias, en un mismo tejido pulverizado

y en un mismo citosol.

Las variaciones inter-ensayo encontradas en distintas
fracciones de un mismo citosol en diferentes dia fué de un 9%
para los RE y de un 11% para los RPg. Estos datos revelan que

las variaciones debidas a diferentes preparaciones de esteroides,
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de proteinas standars y las diferentes condiciones de ensayo
no son significativamente mayores que las variaciones obtenidas

cuando todas las condiciones son idénticas.

Existen estudios que sefialan pérdidas importantes
de receptores cuando se realiza la técnica sobre fracciones de
citosol congelados (87). En nuestro estudio aunque el tiempo
de conservacién del citosol congelado fué corto, tan sélo 10 dias,

no se observaron pérdidas significativas del receptor.

El coeficiente de variacién inter-ensayo que obtuvi-
mos en el tejido pulverizado congelado fué de un 20% para los

RE y de un 22% para los RPg.

Cuando comparamos la varianza de los resultados
intra-ensayo e inter-ensayo para un tejido pulverizado, no se

observan diferencias significativas entre ellas.

Otros autores (212) encuentran un coeficiente de va-
riacién inter-ensayo entre un 21% y un 44%, si bien hay que
resaltar que el intervalo de tiempo entre los diferentes ensayos
en nuestro estudio fué de tan sdlo 60 dias, comparado con el

de estos autores que fué minimo de 1 mes y mdximo de 5 meses.

El tiempo que puede conservarse una muestra con-
gelada sin apreciar pérdidas significativas del receptor,segin
los resultados publicados por diversos investigadores no es con-
cluyente ya que algunos no aprecian pérdidas significativas

en el transcurso de dos meses (220), y otros (221) no objetivan
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pérdidas importantes en cuanto al RE en al menos 4 meses de

conservacién de la muestra a -80°C.

Los resultados de nuestro estudio en cudnto a las
pérdidas observadas en el transcurso de los 60 dias no fueron
importantes, como se desprende del coeficiente de variacién ob-

tenido.

Analizamos también la reproductibilidad de nuestros
datos en cuanto a los valores de la proteina en muestras de
citosol y en tejidos pulverizados, estudiados en un mismo dia
o en dia separados, y claramente comprobamos que las fluctua-
ciones inter-ensayo o intra-ensayo en las medidas de proteinas

son esencialmente constantes.

La falta de reproductibilidad en los valores de la
proteina ha sido la responsable en muchos estudios de control
de calidad, de la variabilidad intra-ensayo en cuanto a los
valores de receptores, ya que estos se expresan en fentomoles/mg.

de proteina (222).

En nuestro ensayo se comprueba que la variacidén
en los valores de la proteina se mantienen mds o menos cons-
tantes, no pudiendo ser atribuida la variabilidad obtenida a

la falta de reproductibilidad de los valores de la misma.

La Kd tambien fué analizada y se vidé que la varia-
bilidad de la misma fué mayor cuando las muestras a estudiar
fueron congeladas y esta diferencia era superior en la fraccién

de citosol conservado a -80°C. No encontramos una explicacién
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vdlida para este fenémeno. Aunque posiblemente es debido a la
congelacién y descongelacién del citosol, lo que ejerce una in-

fluencia en la reaccidén y altera los valores de la Kd.

En conclusién, la variabilidad en la cantidad de

RE y RPg que se observa en nuestro laboratorio en los citosoles
preparados a partir de un lote de tejido de utero de vaca pul-
verizado o de un citosol del mismo analizado simultdneamente

o en ensayos separados no se debe principalmente al paso del
tiempo ni a las diferentes cantidades de ligandos afiadidos, ni
a las variaciones en la medida de las proteinas, sino que posi-
blemente se deba a otros factores implicados en la técnica. La
homogeneizacién del tejido si que hemos observado que tiene una
influencia en la variabilidad de la misma, posiblemente por des-
‘naturalizacién térmica de las proteinas. Esto conlleva a estable-
cer un control mds estricto del niumero de veces que el tejido

es pulverizado y homogeneizado, ya que disponemos de un homo-

geneizador controlado manualmente.

Consideramos que se deberdn promover controles de
calidad inter-laboratorios, para poder precisar los errores me-

todolégicos, que de no ser asi, posiblemente no los detectamos.

Ademds es necesario reconocer y eliminar las dife-
rencias en cuanto a los métodos usados por los distintos labo-
ratorios en orden a que los resultados sean comparables, y la
fiabilidad de los datos del ensayo de receptores hag que se

puedan comparar con otros pardmetros clinicos de enfermedad.
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Analizamos el efecto de la temperatura en la con-
servacién de las muestras de tejido pulverizado. Si estas fueron
conservadas a -80°C durante 60 dias se obtuvo un coeficiente
de variacidén de 20% par los RE y de un 22% para los RPg y
cuando se conservaron con nitrégeno liquido (-198°C) durante
el mismo periodo de tiempo la variacién que se encontrd no fué
mucho menor. Lo que nos hace concluir que se pueden utilizar
ambas formas de conservacidon de las muestras tumoales sin que

se produzcan pérdidas apreciables en el receptor.

Nuestros resultados coinciden con los datos obtenidos
por otros investigadores (221-223) que no encuentran pérdidas
significativas en tejidos congelados a -80°C durante dos meses,
tiempo mdximo que nosotros mantenemos congelado el ttero de

vaca.

La mayoria de programas de control de calidad inter-
laboratorios publicados en la literatura, utilizan como control
positivo tejidos liofilizados,los cuales son mucho mds estables,

y las pérdidas que se observan en cuanto a receptores son me-
nores con el paso del tiempo. El tejido liofilizado se puede con-
servar duraﬁte mds de 6 meses sin evaluarse pérdidas importan-

tes (218).

Algunos autores (219) no obstante, incluso para en-
sayos de control de calidad inter-laboratorio, también han uti-
lizado tejido congelado de utero de vaca, viendo que si su con-

servacién es adecuada, puede ser util para este fin.
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Con estos medios nosotros esperamos una mayor concor-
dancia entre el resultado bioquimico y la respuesta a una te-
rapetdtica hormonal de un umor definido en el ensayo como re-

ceptor positivo.

Una vez comprobada la técnica de determinacién de
receptores hormonales en nuestro medio, estuvimos en disposicién

de utilizarla en la clinica diaria.

Han sido estudiadas una seie de pacientes, todas
ellas diagnosticadas de carcinoma de mama. Distinguimos tres

grupos dependiendo de la extensién de la enfermedad:

1.- Tumores localmente avanzados (T MO) y con carac-

3b-4 No-3
teristicas evolutivas Pev 1,2,3, que eran inoperables de entrada;
Este grupo de pacientes recibieron un tratamiento con quimioterapia
previo a cualquier manipulacién sobre la tumoracidn.

2.— Pacientes con enfermedad metastdsica, habiéndose determinado
los receptores, sobre lesiones accesibles a biopsia.

3.- Pacientes con carcinoma de mama en las que la actuacidén

quirdrgica fué la primera arma terapeltica utilizada.

l1.- Tumores localmente avanzados.- Antes de analizar los resul-

tados obtenidos en este tipo de tumores, tenemos que destacar
que todas las pacientes habian recibido quimioterapia previa-
mente a la obtencién de la muestra sobre la que se determi-

naria el ensayo de receptores. Asi mismo dos pacientes habian

recibido radioterapia.
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De los 20 tumores que analizamos, doce tenian un tiempo de du-
- plicaciénrdpido, menor de 6 meses (PEV 2) y dos eran carcino-

mas inflamatorios.

Encontramos Receptores de estrégeno positivos en un
32% de los casos y en un 24% se detectaron receptores de pro-
gesterona positivos. Valores significativamente menores que los
hallados en el grupo de pacientes con estadios I-1I1 en nuestro

estudio.

KANTAIJAN y cols (224) determinén los RE en 47 pa-
cientes con tumores localmente avanzados de mama, siendo en
un 53% positivos y en un 47% negativos. Resultados que no di-
fieren de los encontrados en otros estadios de la misma enfer-

medad.

Cuando en pacientes con cdncer de mama metastdsico
se han determinado secuencialmente los receptores hormonales
antes y después de haber recibido tratamiento con quimioterapia
no se observan modificaciones significativas en cuanto al por-
centaje de muestras positivas o negativas. HULL (144) observd
en 4 pacientes RE positivos en las que se realizé una segunda
biopsia tras la administracién de quimioterapia, un incremento
de los niveles de RE. En los que inicialmente tenian RE-, no

observé ninguna modificacién.

POULLART comunica, que los tumores de mama, en
los que se supone la existencia de una poblacién mixta de cé-

lulas con y sin receptores hormonales, tras quimioterapia au-



-192-

mentan proporcionalmente los valores de RE y RPg.(Com. persond)

BRESSOT y cols (225) encuentran una disminucidn
significativa del porcentaje de tumores RE y RPg positivos cuan-
do las pacientes han sido tratadas con radioterapia antes de
la recoleccién de la muestra para la determinacién de recepto -

res.

El hecho de que en nuestro estudio obtengamos un
porcentaje de receptores hormonales positivos menor que el hallado
por otros autores, no creemos que esté en relacién con la tera-
pelitica administrada anteriormente a la recogida de la muestra
sobre la que se realizd el ensayo, sino mds bien por las carac-
teristicas que presentaban las pacientes que hemos estudiado.

El 70% de ellas tenfian tumoraciones que clinicamente fueron cla-
sificadas como PeV 2 y 3, lo que conlleva a que son tumores
mucho mds indiferenciados y con una mayor fraccién de creci-

miento celular (140-141).

Asi mismo el mayor porcentaje de pacientes en este

grupo eran premenopausicas.

PIERA y cols (226) observan que dentro de los tu-
mores localmente avanzados, existe un subgrupo de peor pro-
ndstico caracterizado por ser pacientes mds jovenes, con tumores
de evolucién rdpida, con caractiristicas pseudoinflamatorias y
con determinaciones de receptores en la mayoria de los casos

negativos.

LEVIN y cols (227) en un grupo de pacientes con
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PEV-2 obtiene un 35% de RE positivos, y en la mayoria de los
casos encuentra el fenotipo RE+ RPg- . Asifmismo, en otro estudio
del Instituto Gustave Roussy, tan sdlo encuentran RE+ RPg+ en

un 28% de los tumores inflamatorios (141 ).

MEYER y cols. (137) asi como SILVESTRINI y cols.
(138) han mostrado que los tumores con una alta fraccidén de
crecimiento medida por el ldbelix index (LI) son con mayor -

frecuencia receptores negativos.

2.~ Lesiones metdstasicas.—- Cuando analizamos los resultados

de las 40 biopsias de lesiones metastdsicas en relacién a su
contenido de RE y RPg un 52% son RE positivos y un 44% RPg
positivos, resultados que coinciden con los publicados por la

mayoria de autores (98,105,227).

Analizando la concordancia de RE y RPg en las -
metdstasis encontramos que la distribucién de los distintos -
fenotipos es similar en este grupo de pacientes que los que -

aparecen en estadios precoces de la enfermedad.

VIHKO y cols (106) sin embargo sefialan que el —
fenotipo RE+ RPg+ es menor en el grupo de pacientes metastd-
sicas que en el de pacientes con tumores localizados. Y sugie
ren que las metdstasis pueden perder en el curso de la enfer
medad su caracter hormonodependiente, y aconsejan determinar

el estado del receptor cuando aparecen las metdstasis.



-194-

Aunque la demostracién de esta teoria requeriria un
seguimiento del estado de RE y RPg en pacientes individualmen-
te,durante el curso de la enfermedad y de su tratamiento, existen
datos en la literatura donde realizando ensayos secunenciales
encuentran una correlacién para los RE de un 85% y para los
RPg de un 80% (154) en el momento de las metdstasis en rela
cién con la determinacién en el tumor primario, por lo cual,
la mayoria de autores coinciden en sefialar que la determina-
cién de receptores en el momento de la mastectomia es un in-
dicador vdlido para la respuesta al tratamiento hormonal --

cuando aparece la metdstasis.

En nuestro estudio no analizamos la supervivencia
de las pacientes del grupo con receptores positivos por el —-
corto espacio de seguimiento, y por el pequefio nimero de pa
cientes. Otros autores han publicado que los receptores posi
tivos, sobre todo los de progesterona en las pacientes con me-
tdstasis por carcinoma de mama, ademds lde servirnos como in-
dice de respuesta al tratamiento endocrino, son un factor pro
néstico en cudnto a la supervivencia. POULLART (202) en una
comunicacién reciente demuestra que las pacientes con RPg po
sitivos tienen una supervivencia significativamente mayor que'

las del grupo con RPg negativos.

3.~ Tumores localizados de mama.- En este tipo de tumores

la distribucién de receptores de estrégeno positivos y negati-
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vos encontrada en nuestro estudio coincide con la mayoria de
los publicados en la literatura, cuando el nivel de positividad

que se adopta es el mismo (96,102,103,105).

En cuanto a la incidencia de RPg en este grupo de
tumores, nuestros resultados coinciden con la mayorfa de auto-
res (102,103,127). THORPE (228) encuentra una mayor incidencia
de ellos en su estudio, comparados con otros autores, lo cual

atribuye a la diferente metodologia empleada.

OSBORNE y cols. (101), encuentran un indice menor
de positividad que la que vemos en nuestro estudio. Una posi-
ble explicacién para este hecho es que utiliza la técnica de
gradiente de densidad sucrosa para el andlisis de los RPg en
donde se evalua solamente la fraccién 8S unida, y no los RPg
que se encuentran en la 4S5, siendo asi que ambas fracciones
85 y 4S unidas son analizadas usando el método de carbdn-

dextrano.

Cuando analizamos los resultados conjuntamente de
RE y RPg en un mismo tumor encontramos una concordancia glo
bal de un 73,3%. Ambos receptores positivos en un 44,4% y —
ambos negativos en 33,3%. Encontramos un 25,7% de discordan-
cia, repartidos en fenotipos RE+ RPg- o RE- RPg+. Este ulti-

mo fenotipo lo encontramos con menor frecuencia.

Cuando analizamos los datos de la literatura, los
resultados en cudnto a distribucién de fenotipos, resultan simi-

lares en casi todas las series publicadas.
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FISHER (102) hace la distribucién en mujeres de
menos de 50 afios y mds de 50 afios, y sus resultados también
coinciden con los nuestros, exceptuando el grupos con RE- RPg+.
El encuentra en este fenotipo una incidencia mayor (12%) que
la mayorfa de autores, que encuentran tan sdlo de un 3-5%.

En nuestro estudio encontramos un 6,7% de los tumores con es

te fenotipo.

De acuerdo con el concepto actual de que los RPg
son el producto final de la estimulacidén estrogénica, estos —-
hallazgos de discordancia encontrados podrian atribuirse a
errores metodoldégicos. Sin embargo, la presencia constante en
todas las series, de algunos pacientes con tal discordancia en
sus tumores, hace pehsar que no son errores técnicos, sino que

pueden existir otras razones que lo expliquen.

OSBORNE (101) analiza los datos de varias institu--
ciones en cudnto a fenotipos de RE y RPg y los correlaciona con
la respuesta tumoral a un tratamiento endocrino. Comprueba que
aque.llos tumores RE- RPg- son normalmente hormonoindependien-

tes y responden infrecuentemente a la terapetltica endocrina.

Una alta proporcién de respuestas (77%) se observa
en los tumores RE+ RPg+ comprobando la validez de la hipdte-
sis de que los RPg+ son un marcador de la dependencia endocri

na.
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Sin embargo, el grupo RE+ RPg- a los que cabria suponer que
ninguna pacientes respondiese, lo hacen en un 28%. Varias po
sibilidades se han dado para explicar este fendémeno. En las
pacientes postmenopausicas que la cantidad de estrégenos cir-
culantes fuese insuficiente para sintetizar el receptor de pro
gesterona. DEGENSHEIN (220) estudia el efecto del tratamiento
durante tres dias antes de la biopsia con DES y encuentra que

tumores que tenfan este fenotipo pasan a ser RE+ RPg+.

SAEZ (111) sugiere que los niveles circulantes de
estrégenos en las pacientes postmenopausicas son suficientes -
para estimular los RE y RPg cuando los receptores de estr$
geno son funcionales, y que los niveles de estrdgenos circu-
lantes, de origen adrenal, en las pacientes postmenopausicas
son similares al estradiol circulante durante la fase folicu--

lar del ciclo menstrual en las pacientes premenopausicas.

El mismo analiza la causa de este fenotipo RE+ RPg-
en las pacientes premenopausicas y observa que los altos nive-
les de progesterona enddgena durante la fase luteinica del ci-
clo menstrual podrian enmascarar los sitios receptores o inhibir
la sintesis de RPg resultando un ensayo RPg falsamente negati-

VoO.

MARTIN y cols (113) encuentran que en el grupo de
edad de 50-60 afios tiene una alta incidencia de RE+ RPg- y ob

serva que es el grupo perimenopausico. Es bien conocido que -
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el estado endocrino muestra apreciables variaciones de los ni-
veles de estrégeno y progesterona durante este periodo, resulta
do de una inadecuada funcién del cuerpo luteo, y piensa que
un tumor que contiene RE y no RPg puede no ser debido a la
desdiferenciacién del tumor, sino a cambios en el estado hor-

monal del huésped.

Cuando se analiza el fenotipo RE- RPg+ que apare
ce con mayor frecuencia en pacientes premenopausicas, también
se ha comprobado que el indice de respuestas es de un 53%. Un
trabajo reciente de HORWITZ (230) sobre una linea celular ——
(T 47D) obtenida de cdncer de mama humano, sugiere que estos
tumores pueden carecer de RE citopldsmico, pero si contener
RE nucleares, responsables de la sintesis de RPg. Si esto fue-
se asi, estarfamos ante la presencia de un tipo particular de

tumores hormonodependientes.

Otras hipdtesis se han dado para explicar la ausen
cia de RE citopldsmicos en presencia de RPg; por ejemplo, la
saturacién de los RE citoplasmicos por las tasas elevadas de

estréogenos circulantes en el caso de mujeres premenopausicas.

Tras el andlisis de todos estos fenotipos discordan—.
tes que aparecen en la mayoria de las series también se puede
pensar que la hipétesis de que los RPg son la expresién de un
mecanismo intacto de los RE, sea imperfecta y la sintesis de
RPg pueda no estar tan intimamente ligada al proceso de cre-
cimiento tumoral y no ser un predictor seguro en todos los —-

casos de la hormonodependencia de un tumor.



-198-

Relacién entre niveles de RE y Frecuencia de aparicién de RPg.-

La distribucién de RPg positivos con respecto a los
niveles de RE en nuestrb estudio sugieren que entre ambos re-
ceptores existen interrelaciones. La frecuencia de encontrar RPg
positivos .aumenta conforme los niveles .de RE se elevan. Cuando
éstos fueron mayores de 100 fmoles/mg. se encontraron RPg posi
tivos en un 85,7%. En cambio cuando el nivel de RE fué menor
de 3 fmoles/mg., tan sdélo se encontraron 13% de los tumores -

con RPg positivos.

Con estos resultados vemos que la probabilidad de
encontrar RPg positivos incrementa, segin aumenta el nivel de

RE.

Estos hallazgos parecen corraborar la hipédtesis de
que la produccién de RPg en las células de cdncer de mama
es el producto final de una cadena de pasos bioquimicos regu-
lados por los estrégenos, y por tanto RPg podria ser un mar-

cador de un sistema funcionalmente intacto de RE.

Se puede plantear la cuestién de que si ambas de-
terminaciones son necesarias para indicar la hormonodependencia
de un tumor, o si con sbélo los niveles cuantitativos de RE es

suficiente, ya que los RPg pueden ser un marcador de aque--

llos tumores con contenido alto de RE.

McGUIRE y cols. (96) realizan un ensayo con 65 -

pacientes conociendo los niveles de RE y RPg y observan que
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los RPg positivos son un mejor discrimiante para la respuesta
objetiva que si se utilizan sbélo los valores cuantitativos de RE.
Ochenta por cien de las pacientes con RE+ RPg+ respondieron -
objetivamente a la terapeutica hormonal, en contraste a séla—-
mente 63% de aquellas pacientes en que el contenido de RE fué
mds de 100 fmoles/mg. Lo cudl es un argumento a favor de la

medida de ambos receptores.

RE y RPg segin el estado menopausico.

En nuestro estudio los tumores de las pacientes pre-
menopatsicas contenian bajos niveles de RE en contraste con los
tumores de las pacientes postmenopausicas. Y la misma relacién
encontramos cuando analizamos la distribucién de RE positivos

en ambos grupos.

La frecuencia de tumores RPg positivos fue similar
en ambos grupos menopausicos. Los niveles de RPg fueron ligera
mente superiores en la premenopausia, aunque estas diferencias

no fueron significativas.

Nuestros resultados coinciden con la mayorfa de los
publicados por otros autores, cuando analizan el estado meno--

pausico, sin dependencia de la edad.

Aunque son pocos los autores que han estudiado los
niveles de RPg en relacién con el estado menopaudsico, la mayo-

P . .’ » .
ria no encuentran que exista relaciéon con él, cuando se estudia
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independiente de la edad (101-103, 105).

SAEZ (231) encuentra una frecuencia de RE y RPg
aproximadamente igual en pre y postmenopaﬁ'sicas. No obstan
te sefiala que el contenido de Re es mucho mds alto en las

mujeres postmenopausicas.

Como los RPg pueden ser considerados como un mar
cador de la accidén estrégenica estos resultados en cudnto a
distribucién de RE y RPg podrian indicar que la expresién de
la accidén estrogénica, como es la sintesis de RPg en estos dos
grupos es idéntica, pero que la aparicion de RE en el citosol

de las pacientes premenopausicas es menor.

Esta hipdtesis es corroborada por los hallazgos de
DeSOMBRE (232) que muestra que en pacientes premenopausicas
con bajas concentraciones de RE, el indice de respuesta a una

terapeltica endocrina es mds elevado que en postmenopausicas.

Incidencia y niveles de RE y RPg en relacién con la edad.

En nuestro estudio cuando la edad de las pacientes
se correlaciond con el porcentaje de RE positivos se encontrd que
aumentaba con la edad. En camBio, no se encontrd ninguna re-
lacién en cuanto a la incidencia de RPg positivos en los distin

tos grupos de edad.

La proporcién de tumores con niveles de RE mayores

de 10 fmoles/mg. & mds aumenta en cada década de vida, desde
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las mujeres mds jévenes a las de mds edad. En cudnto a los
valores de RPg. estos permanecen mds o menos estables en to
das las décadas de vida, exceptuando el grupo de pacientes
de menos de 40 afios, que pensamos que no es valorable, dado

el escaso numero que comprende.

Estos hallazgos indican que la expresién de un tu-
mor en cuanto a RE se correlaciona con la edad y que las pa-
cientes de mayor edad tienen mds alto contenido de RE, estando
nuestros resultados de acuerdo con los hallazgos de otros auto-

res ( 101-102, 105,113-114).

ELWOD y GODOLPHIN (238) encuentran sin embargo -
una disminucién de RE en el grupo de pacientes de mads de 75
afios, lo que no ha sido observado por el resto de investigado-

res.

La mayoria de estudios previos han comunicado que
las mujeres postmenopausicas tienen altas concentraciones de
RE en comparacién con las mujeres premenopausicas. Sin embargo,

las relaciones entre edad y niveles de RE no estdn tan claras.

BIRD y cols (234) observan que la proporcién de --
muestras positivas no incrementa con la edad, pero si la media

en cuinto a contenido de RE.

LESSER y cols (235) sefialan un significativo incre-
mento de RE con la edad entre mujeres postmenopausicas pero

no entre pacientes premenopausicas.

Ademds existen discrepancias o controversias sobre
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cudl es la causa que puede producir las diferencias observadas’
en cuanto a distribucién de RE y RPg entre las pacientes pre y

postmenopausicas y entre las pacientes con diferente edad.

Diversos autores (111,114 sugieren que las diferen
cias observadas en cudnto a distribucién de RE y RPg entre pre
y postmenopausicas puede meramente reflejar diferencias en las
fluctuaciones hormonales. Y que el contenido de receptores este-
roideos en un cdncer de mama podrfa ser modulado por las hormo

nas circulantes.

Otros (112,233) en cambio, opinan que el porcentaje
superior de RE que se observa en las postmenopausicas se debe

a su mayor edad.

Una de las explicaciones que se han dado de porqué
las pacientes mds j6venes tienen valores mas bajos de RE, es -
que las pacientes premenopausicas tienen altos niveles de estro-
genos circulantes que podrian unirse al receptor haciendo que
éstos no fueran medibles por las técnicas de rutina. Apoyando
esta hipotesis SARRIF (151) observa que aquellos tumores - - -

RE- RPg+ tratdndolos con dextrano se transforman en RE+ RPg+.

Diversos autores (75,114) observan que altos nive-

leé de hormona enddégena da lugar a bajos niveles de RE.

NAGAI (236) en cambio, encuentra que los niveles
de estradiol en el citosol no se correlaciona con los niveles
de estrégeno en plasma. FISHAMAN y cols (237) midiendo simul
tdneamente RE y niveles de estradiol en el citosol no encuen-

tran relacién entre altos niveles de estrégeno y contenido ba
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jo de RE.

Este 1dltimo autor concluye que la presencia de estrd-
genos endégenos no da lugar a la aparicién de RE falsos nega-

tivos.

Por otra parte SAEZ (231) sugiere que los altos nive-
les de progesterona enddégena en las pacientes premenopausicas
pueden limitar la estimulacién y la sin.tesis de RE y observa -
.que las principales diferencias en cudnto a contenido de recep
tores observadas entre pacientes jévenes y mayores, estd en re
lacién a los receptores de estrégeno, y lo atribuye a que des-
pués de la menopausia el nivel medio de estrégenos plasmdticos
es similar al estradiol durante la fase folicular, y se piensa
que es suficiente para estimular directa o indirectamente a los
RE. Pero esta estimulacién no se evita ni frena por el efecto
de la progesterona, ya que los niveles plasmdticos de ésta per
manecen bajos, y concluye que esta es la razén por la que se

observa mayor nivel de RE en las pacientes postmenopausicas.

HOLDAWAY y cols (238) sugieren que el incremento
de RE positivos con la edad podrfan resultan de un proceso de
"homeostasis" en el que los receptores aumentan ante la defi-—-

ciencia de estrdgenos.

Otros autores opinan que el porcentaje de RE supe-
rior que se observa en las postmenopausicas se debe a su ma-

yor edad, y no al estado menopausico.

ELWOOD y GODOLPHIN (238) y CLARK (112,233) sugie
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ren que las diferencias en cudnto a contenido de Re en los
diferentes grupos de edad, no es probable que se deban a -
simples diferencias en la concentracién de estradiol circulan

te o en tejido y a su efecto de saturacién de receptores.

Estos autores en su estudio, analizan el estado
menopausico y edad de las pacientes conjuntamente para deter
minar su influencia en cuanto a la posibilidad de encontrar
receptores y estudiar cudl de los dos factores influye en el es

tado del receptor en el tumor.

Sus datos demuestran que no existen diferencias en
cuanto a contenido de RE entre pre y postmenopausicas de la
misma edad; esto podria ser un argumento en contra de lo ante

rior.

ALLEGRA (239) y MARTIN (113) en un estudio similar
al que realizan los autores anteriores, encuentran que la edad
no tiene efecto dentro de las categorfas menopatsicas. Sin embar
go el tamafio de la muestra en ambos estudios fue pequefia para
valorar tales comparaciones entre pre y postmenopausicas de la

misma edad.

FISHER (133) encuentra una fuere correlacidén entre
los RE y la edad, y una débil correlacién con el estado meno-

pausico en un grupo de 178 pacientes.

BERTUZZ1 y cols (240) encuentran que la actividad
proliferativa de los tumores de pacientes con el mismo estado

menopausico fue mds alta en los tumores RE negativos que en
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los RE positivos.

La actividad proliferativa decrece desde la premeno-
pausia hasta la postmenopausia en ambos RE positivos y RE ne
gativos.

MEYER y cols (137) han sugerido que un tipo de cdn-
cer de mama, caracterizado por rdpida proliferacién y bajo con-
tenido de RE ocurre predominantemente en mujeres jévenes; por
el contrario en las mujeres mayores es mds frecuente la existen
cia de tumores con una pequefia proliferacién celular y alto —

contenido de RE.

Con lo cual estos podrian ser otros de los factores
que contribuyen a la relacidén inversa existente entre recepto-
res de estrégenos y edad de las pacientes. La edad puede jugar
un papel determinante en la proliferacién celular del cdncer de

mama.

Existen pocos trabajos que investiguen las relaciones
entre RPg y edad de las pacientes y todos ellos concluyen que

no existen relaciones entre ellos.

CLARK (112) coincide con todos los autores, cuando
anal'iza por separado la edad y los RPg no encontrando ninguna
relaciéon entre ellos. Sin embargo, cuando compara mujeres pre Yy
postmenopausicas de la misma edad, encuentra un mayor porcen-—
taje de RPg positivos en las pacientes premenopatsicas, asi como
un mayor nivel de receptor, y ademds dentro de este grupo de

pacientes encuentra que aumentan con la edad. La explicacién
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para este incremento de los RPg en las mujeres premenopau-
sicas por encima de los 40 afios no estd claro. Pero estos —-
autores concluyen que no es probable que la relacién observada
sea simplemente el resultado de la diferencia en la concentra-
cién de progesterona circulante y la consiguiente saturacién de

los sitios del receptor.

RE y RPg segin la fase del ciclo menstrual.

SAEZ (231) sugiere que en mujeres premenopatsicas
los altos niveles de progesterona pueden inhibir los RPg, y que
la concentracién de RPg en mujeres premenopatsicas puede depen
der de la fase del ciclo en que se encuentren en el momento en

que se obtiene la biopsia.

Nosotros en nuestro estudio investigamos las relacio
nes entre la fase del ciclo menstrual en que se encontraban las
pacientes en el momento de la mastectomia y el porcentaje de

Re y RPg encontrado en sus tumores.

Los valores de RE y RPg positivos no variaron sig
nificativamente en ninguno de los perfodos considerados. Pero ’
se encontré un mayor porcentaje de RPg positivos en aquellas
pacientes que fueron intervenidas en los primeros dias del ci-
clo menstrual. Este porcentaje de positividad fue disminuyendo

en las siguientes fases del ciclo. Pero las diferencias no son

significativas.

Esto puede indicar que los RPg incrementan de —-
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acuerdo al aumento de niveles de estréogeno, que en los prime-
ros dias del ciclo menstrual son méds elevados.

En nuestro estudio, los resultados en cudnto a di-
ferencias de RPg positivos en los diversos periodos del ciclo -
menstrual no se encuentran tan claramente distribuidos como -
ha sefialado SAEZ (231).

Este mismo autor, cuando determina los niveles de
progesterona en plasma, encuentra que los RPg disminuyen —
cuando los niveles de progesterona se encuentraﬁ elevados.
También observa que los niveles de estrdégeno en pacientés -
premenopausicas pueden influir en la positividad de RPg y -
que a menor nivel de estradiol, menor proporcién de RPg po-

sitivos.

RE y RPg en relacién con el tamafio tumoral

Al igual que la mayoria de autores (121-124), no
encontramos diferencias significativas en cudnto a tamafio tu
moral y contenido de receptores. Si bien en nuestro esfudio,
sin ser significativo, observamos una ligera disminucién de
receptores en aquellos tumores mayores de 5 cm. sobre todo
en cudnto a contenido de RPg.

Por el contrario, algunos autores (112, 120, 238)
encuentran una tendencia en los tumores grandes a ser RE y
RPg negativos. Esto podria explicarse porque los tumores —
grandes pueden estar necrosados y la toma de biopsia, care
cer de receptores o ser indicativo de enfermedad mds agresi
va, o lo que es lo mismo, de un tumor mas indiferenciado o

con mayor fracciéon de crecimiento.



-207-

RE y RPg en relacién con el numero de ganglios infiltrados.

El estado de los ganglios axilares tiene un alto -
valor predictive para el intervalo libre de enfermedad y la -
supervivencia del paciente con cdncer de mama, por lo que -
podria pensarse que existieran correlaciones entre ambos RE
y RPg y el estado de los ganglios axilares.

Nuestras observaciones son que ni RE ni RPg se -
relacionan con el nuimero de ganglios axilares positivos. Es—
tos resultados también han sido aportados por otros investiga
dores (102, 112, 241), por lo que se puede concluir que:

12) El contenido de receptores en el tumor no es predictivo —-
del grado de afectacién axilar.

22) Que el numero de ganglios infiltrados no predice el estado
de receptor en el tumor.

Por tanto, al ser segun el resultado de grandes se
ries, estas dos variables pronésticas independientes, se podria
sugerir que, tanto el estado de los ganglios axilares como el
contenido de RE y RPg en un tumor, podrian utilizarse en com
binacién para estratificar a las pacientes en los ensayos cli-

nicos.

Variacién intratumoral en el contenido de RE.

La causa por la que un cierto numero de pacien-
tes RE positivos fracasen al tratamiento, asi como el que -——
ciertos tumores RE negativos respondan al mismo, no estd ---

aclarada. Segun la experiencia de distintos autores, una ex-
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plicacion a estos hechos estaria en la variabilidad en el conteni-
do celular de receptores en las diversas partes de un mismo tu——-
mor y, es por lo que nosotros, hemos investigado la variacién in-
tratumoral en contenido de receptores de estrégeno en un grupo de
tumores de mama.

Nuestros resultados apoyan el concepto de que los tumo
res de mama son heterogéneos en cudnto a su contenido de células
RE positivas y negativas a la vez.

La determinacién de RE en cortes histolégicos utilizan-
do técnicas de histoquimia e inmunocitoquimia, sugieren que la ma
yoria de tumores estdan compuestos por elementos no tumorales y c_é
lulas tumorales RE positivas y RE negativas simultdnealmente ———-
(242-243).

Existen estudios que han intentado correlacionar la va
riabilidad en el contenido de receptores hormonales en distintas -
partes de un mismo tumor con la diferente composicién celular de
las porciones estudiadas, sobre todo, en lo que se refiere a den-
sidad de células tumorales, esclerosis e infiltrado linfocitario ——-
(145, 244). Otros autores (133, 146), sugieren que la presencia o
ausencia de RE no estd relacionada con el nimero de células tu-
morales en la muestra estudiada, ya que observan a pesar de --
existir una homogeneidad en el contenido de la celularidad tumo-
ral de las muestras, una elevada variacién regional en cudnto al
contenido de receptores hormonales.

No existe acuerdo segin los datos de la literatura so-
bre que porcién de un mismo tumor es mds rica en RE, el centro

o la periferia. DAVIS (146) encuentra un mayor contenido en RE
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en el centro del tumor que en la periferia, mientras que SILFVERS-
WARD (145) encuentra valores de RE progresivamente mayores desde
el centro a la periferia. Las piezas tumocrales estudiadas en ambos
trabajos difieren en el tamafio tumoral. El segundo autor utiliza -
tumores de gran tamafio en los que encuentra esclerosis central en
un 50% de las muestras, pudiendo ser ésta la razén de tal discor-
dia.

Ha sido valorado también el hecho de que las variacio-
nes cuantitativas en varias muestras de un mismo tumor sean secun
darias a un error metodolégico. El nivel de variacién intraensayo
en la técnica utilizada no justifica la existencia de resultados tan
dispares para un mismo tumor, llegando incluso en algunos casos
a modificar cualitativamente la clasificacién de un tumor en RE po
sitivo o negativo.

En nuestro caso, en los tumores con RE postivos en am-
bas muestras las variaciones de nivel de los mismos, sélo llegd a
ser llamativo en dos pacientes. Otros autores han encontrado dife-
rencias mds llamativas en un mayor porcentaje de tumores, llegan-
do hasta un 40% (143, 245).

Aunque la discordancia hallada en nuestro estudio es
globalmente de un 27,5% al estudiar dos dreas de un mismo tumor,
es de destacar que tan sblo en un 6,9% encontramos una discordan
cia mayor entre las muestras. Esto viene a significar que en mds
del 90% de los casos podemos tener la seguridad de que el estudio
de una sdélo muestra puede considerarse vdlido para determinar el
estado del receptor y definir o no el tumor como hormonodependien

te.
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Aunque la determinacidén de receptores en distintos lu-
gares del tumor permita una aproximacién mds excata a las carac
teristicas hormonales del mismo, no existe ain una clara eviden-

cia de su utilidad clinica .

RE y RPg en relacién a la progresién de enfermedad.

En nuestro estudio, un grupo de 137 pacientes con es-
tadio 1, Il y 111 de cdncer de mama, tras la mastectomia, entra-
ron en protocolo de tratamiento adyuvante con quimioterapia + hor
monoterapia. En todas ellas se conocia el estado de RE y RPg en
sus tumores.

Tras un seguimiento medio de 19 meses, se observd que
en 11 pacientes se habia producido progresién de enfermedad. Ana-
lizando en que grupo en cudnto al estado de RE y RPg se habia -
producido las recaidas, se observd que:

En el grupo con RE negativos, la recaida se observd en
un 12,24% de las pacientes, en cambio en aquel con RE positivos se
produjo en un 5,6%. Aunque estas diferencias no son significativas,
se observa la mayor tendencia a recaer en el grupo con RE negati
vos.

Cuando analizamos a las pacientes en funcién del esta-
do de RPg en sus tumores, observamos que las recaidas se produ-
jeron con mayor frecuencia en el grupo RPg negativo, 14,7% en —-
contraste al 2,6% que se observaron en el grupo con RPg positivo

Estas diferencias si que resultaron estadisticamente --

significativas.
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Si analizamos cohjuntamente ambos receptores en un
mismo tumor y la frecuencia de recaidas, observamos que éstas
se produjeron fundamentalmente en los fenotivos RE y RPG nega-
- tivos y en REnegativos y RPg negativos.

Ademds, las pacientes que recayeron en el grupo con
ambos receptores negativos, la recaida se produjo mucho mds —-
precozmente que en aquellas pacientes que también recayeron pe
ro que eran receptor positivo.

Por tanto, a pesar del corto tiempo de seguimiento y,
aunque no podemos sacar conclusiones a este respecto, es de se-
fialar que en el grupo de pacientes con receptores de progestero-
na negativos, registrd la mayor frecuencia de recaidas.

La mayorias de autores han demostrado que las pacien
tes con RE positivos tienen un mayor intervalo libre de enferme-
dad ysupervivencia que auqgellas con tumores que carecen de los
mismos.

VALAGUSA (200) demuestra que pacientes con ganglios
negativos y RE negativos tienen un intervalo libre de enfermedad

similar a pacientes con ganglios positivos.

Existen controversias en cudnto a que los RE son in-
dicadores pronésticos dela recaida durante los primeros afios tras
la mastectomia, pero que éstos pierden esta cualidad posteriormen
te.

BERTUZZ1 y cols (246) encuentran que los RPg fueron
un mejor discriminador de la recurrencia para pacientes con gan-

glios negativos que los RE.
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PICHON y cols. (201) han demostrado que en el car-
cinoma localizado de mama, los RPg positivos son un factor de
buen prondstico, alin en los casos que presenten factores desfa-

vorables, tales como gnaglios axilares afectos, premenopausia,etc.

CLARCK y cols. (203) observan que en pacientes con —
estadio I1 de cdncer de mama que recibieron terapeitica adyuvan
te la existencia de RPg fué mas importante que la de RE como -
predictora de una mayor supervivencia libre de enfermedad. Ana
lizando diferentes factores prondsticos, tales como tamafio tumo-
ral, afectacién axilar y tratamiento recibido, sdlamente el nimero
de ganglios positivos y la presencia de RPg, fueron significati-

vos en la prediccion de un mayor intervalo libre de enfermedad.

No obstante, se requieren largos periodos de seguimien
to, para definir mejor la superioridad de los RPg sobre los RE
en cuanto a su influencia en el prondstico de esta enfermedad, y
sSlamente disefiando ensayos clinicos prospectivos que incluyan
ambos RE y RPg. podrd ser posible evaluar la utilidad de estos

dos importantes factores prondsticos.
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CONCLUSIONES.

12.- El coeficiente de variacién observado en nues-
tra técnica es bajo. Por ello, y a pesar de una mayor variabi
lidad en los estudios de tejido pulverizado comparado con los
realizados en citosol, como otros autores han apuntado, cree-
mos que permite adoptar dicha técnica como procedimiento ru
tinario de determinacidén de receptores de estrdégeno y proges

terona en tejido tumoral de mama.

28.- La crioconservacién de la muestra no introdu
ce diferencias significativas en la determinacidén de receptores
hormonales. Las variaciones inter-ensayo observadas en dife--
rentes condiciones no repercuten de forma significativa en el
coeficiente de variacién de la técnica. La conservacidén, tanto
a -80°C como a -1962C, del pulverizado no permite observar -
diferencias significativas durante periodos de 60 dfas al menos,
siendo ademds, una fuentede tejido homogéneo y un control posi

tivo eventual durante dicho perfodo de tiempo.

3%.- El ensayo monopuntual constituye una aproxima
cién adecuada en muestras pequefias. No obstante, debe recomen

darse el empleo de la técnica standard y reservar la determina
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cién de receptores en concentracidén uUnica cuando no es posible

la obtencién de un especimen adecuado.

423.— La frecuencia de receptores hormonales en los
tumores localmente avanzados e inflamatorios estudiados, es ba-
ja, debido, quizds, a ciertas caracteristicas biolégicas, como su
gran indiferenciacidén y fraccién de crecimiento elevada, que ex-

plicarian su agresividad clinica.

8,- La presencia de receptores en las metdstasis
es ligeramente inferior a la encontrada en los tumores localiza
dos. Tanto si se debe a una evolucién .natural del tumor, como
si es consecuencia de una seleccién clonal condicionada por un
determinado tipo de tratamiento, debemos aconsejar la determi-
nacién de receptores hormonales en las metdstasis por su reco-
nocido valor prondstico y por que permite individualizar la

terapeltica a emplear en un paciente concreto.

62.- La incidencia y distribucién de RE y RPg en-
contradas en nuestras pacientes portadoras de tumores locali-
zados de mama coinciden con los resultados obtenidos por —-
otros investigadores siendo, en nuestro caso del 61,8% y 50,1%

RE y RPg positivos respectivamente.

72.- Hemos encontrado una relaciédn directa entre
los niveles de RE y la positividad de RPg. Nuestros resultados

sustentan, pues, la hipétesis, segin la cual los RPg son sin-
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tetizados bajo la influencia de una estimulacién estrogénica,
sugiriendo una intima relacién entre el comportamiento biold-
gico de uno y otro.

2,- Del mismo modo que otros autores, hemos encon-
trado una frecuencia y niveles de RE superiores en pacientes post
menopausicas, si bien éstos tambi€én aumentan con la edad, inde-
pendiente del estado menstrual de la paciente, mientras que los
receptores de RPg no han mostrado estas diferenicias. Aunque -
existe una tendencia a la disminucién de los niveles de RPg du
rante la fase luteinica del ciclo menstrual, seglin nuestro traba
jo, ésta no ha sido significativa y no ha existido diferencia en
absoluto cuando se han estudiado los RE. Por ello, no nos es -
posible apoyar una teorfa basada en el estado menstrual que ex
plique la presencia de receptores dependiendo de un cierto clima
hormonal. Asi podrfamos suponer que la evolucién y caracterfsti
cas de un determinado tumor depende méds de fdactores bioldgicos,
como la edad o el grado de diferenciacién tumoral o fraccidén de

crecimiento, que de un determinado ambiente hormonal.

92.- No existe relacién entre el estado hormonal de -
un determinado. tumor en cudnto a su tamafio y extensién ganglio
nar. Pensamos que todos ellos son factores prondsticos indepen-
dientes y como tales deben ser considerados a la hora de estra

tificar a las pacientes para estudios prospectivos.
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102.- Nuestros resultados apoyan el concepto que
los tumores de mama son heterogéneos en cufinto a su contenido
de células RE positivas y negativas a la vez. Y esto podria ex
plicarnos porqué algunos tumores considerados por el andlisis
de receptores hormonodependientes, se comportan de forma dis-

tinta a la esperada de acuerdo a su situaciéon hormonal.

112.- La ausencia de receptores de progesterona en
las néoplasias de mama de nuestro estudio, se asocia de forma
significativa con un aumento de las recaidas y, probablemente
con una disminucién en el intervalo libre de enfermedad. Aunque
esta tendencia se ha observado también para los RE, ésta no ha

resultado ser significativa.

Por tanto, la determinacién de receptores hormonales
de estrégeno y progesterona en las pacientes portadoras de neo-
plasias de mama constituye una técnica reproducible, segura y
de gran utilidad clinica, por lo que supone de factor prondstico,
como indicacién de una determinada terapeutica hormonal o no,
y en el disefio de protocolos de estudios prospectivos y estrati-
ficados que deseen contemplar con rigor todos aquellos factores
de importancia clinica a la hora de disefiar un determinado es

quema terapeutico.
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