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1. INTRODUCCIO

Donada la importancia que te el cancer de mama a causa de la
seva incidencia en l'especie humana, aquesta malaltia ha estat estudiada
profusament des de nombrosos aspectes. Eis estudis epidemiologies han
donat resultats molt interessants com son, la mes gran incidencia a la
raca blanca, l'alt nivell social de la dona i I'edat avancada en la qual
pot quedar prenyada. Des del punt de vista del diagnostic precoc, la
situacio es bastant. descoratjadora ja que malgrat que s'ha especulat
molt sobre alguns valors d'hormones al plasma i la relacio entre dife
rents metabolits excretats per l'orina, els resultats obtinguts son poe
concloents. D'altra banda, s'ha progressat molt en el coneixement bio

quimic del comportament del tumor. Llastimosament, aquests estudis tan

sols poden servir per millorar la conduct a terapeutica i establir un diag
nostic quan el cancer ja ha estat establert.

La dependencia hormonal d'aquests tumors s'ha estudiat amb la
valoracio urinaria dels esteroides, alguns enzims plasmatics, com els
nivells de glucosa-6-fosfat-dehidrogenasa, i proteines com la caseina. Pero
en aquest camp, I'aportacio mes important ha estat l'estudi dels recep
tors d'esteroides al teixit tumoral.

* Aquest treball correspon a una part 'de les experiencies de 1a tesi per optar al
grau de Llicenciatura.
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Aproximadament en una tercera part de les pacients amb cancer de

pit el tumor respon favorablement al tractament endocri (additiu 0 abla

tiu). Pero ales altres dues terceres parts, el tumor continua el seu crei

xement de manera autonorna tot i rebent tractament. Estudis recents

realitzats en teixits considerats estrogeno-dependents com es I'uter,
han posat en clar I'existencia d'una proteina citoplasmatica (receptor
citosolic), que lliga els estrogens amb elevada aiinitat (K=IXl0-1O M) i

es de gran especificitat. La interaccio produida entre el receptor i l'es

teroide es la primera etapa perque es desenvolupi l'accio de I'horrnona.

Per extensio, aquests estudis han contribuit al coneixement bioquimic
del cancer de pit en l'especie humana. Posteriorment, s'ha comprovat que
nomes responen a I'accio dels estrogens, exogens sintetics, androgens i

antiestrogens, aquells teixits que posseeixen receptors hormonals.

Si el teixit mamari maligne te receptors estrogenics, 0 altres, en

quanti tat superior a tres femtomols/mg de proteina tisular, respon fa

vorablement al tractament endocri en un 60 % dels casos. D'altra banda,
si el nombre de receptors es mes petit de tres 0 de zero, la pacient no

respondra 1.
En aquest treball s'exposen senzillament, les experiencies realitzades

per a la posta a punt de la tecnica per a la deterrninacio de receptors
citosolics al cancer mamari, i es fa un estudi critic de la metodologia
utili tzada.

2. MATERIAL

S'han utilitzat 14 biopsies de cancer mamari huma, diagnosticades his

tologicament i de pesos compresos. entre 0,12 i 2,36 g (taula 1). Les biop
sies es varen conservar en gel des del moment de l'extracci6 fins que

es congelaren a -400 C. L'esteroide radioactiu utilitzat va ser (6,7-H32)
estradiol de 44 ci/rnmol d'activitat especifica i puresa del 99 % 2. L'este

roide no radioactiu, l'estr adiol fred, es de la casa VISTER. Es conserva

en una solucio alcoholica. El tamp6 utilitzat es Tris-ClH O,OIM O,OOlSM
de EDTA pH 7,4 de forca ionica baixa.

3. MET ODE

La biopsia es neteja del teixit adipos, es pesa i s'hornogenitza amb

tampa refredat a 40 C en un homogeneitzador Potter-Elvejhem amb pisto
de vidre. Quan ja s'ha fet aquesta operacio, es repeteix tres vegades fins

a assegurar la hornogeneitzacio total. Els homogeneitzats es recullen en

un tub d'ultracentrifuga que s'ha domplir amb tamp6. Seguidament se

centrifuga '3 105.000 g a 40 C per espai de 60 minuts.
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TAULA 1. - Pes d'algunes de les peces utilitzades per valorar el contingut en

receptors d'estrogens

Pes biopsies

1-2,36 g
2-0,57 g
3-0,60 g
4-0,80 g
5-0,90 g
6-0,12 g

M = 0,89 g
a = 0,70 g

El citosol es va utili tzar per:
a) La determinaci6 i estudi dels receptors.
b) La determinaci6 de les proteines totals.

c) La determinaci6 de l'albumina.

a) Estudi dels receptors d'estradiol

. Ala figura 1 es pot veure l'esquema del procediment que s'ha seguit 3.
S'incuben per duplicat 4 series de tubs que contenen 7,7 pg (28 f'.mol ),
15,4 pg (56 f.mol), 38,8 pg (140 f.mol), 77 pg (280 f.mol), d'estradiol
radioactiu redissolts amb 50 'llJ de tamp6, i una altra serie de tubs amb
la mateixa quantitat de radioactivitat i afegint-hi a mes a rnes 100 ve

gades mes d'estradiol no marcat (per determinar el «binding» inespe
effie). A tots se'Is afegeix la mateixa quantitat de citosol (0,5-1 ml) en fun

cio de les protemes totals. S'equilibra durant 18-24 hores a 40 C. Passat

aquest temps, s'afegeixen 500 ul de suspensio de carb6 actiu al 1 %

en tamp6 que conte gelatina al 0,1 % per separar la radioactivitat lli

gada de la lliura. EI sobrenedant es decanta en un vial de centelleig
i s'afegeixen 7 ml de liquid de centelleig Istagel RR (Packard Inc.).

Finalment es fa un calcul de l'eficiencia del comptador amb l'ano

menat liquid i l'estandard intern de l'aparell.
Amb els resultats obtinguts es fa una grafica segons SCATCHARD 4.

Ales ordenades posem els valors de la relaci6 hormona lligada-hormona
lliure 0 B/F i ales abscisses el pes d'horrnona lIigada. Aixi s'obte una

recta que ens dona el valor del pes maxim d'hormona lligada i el valor de

la constant de dissociacio del complex hormona-receptor, El valor de la

K, es calcula amb l'invers del pendent de la recta. El valor de n ens

el d6na la intersecci6 de la recta amb I'eix d'abscisses (fig. 2).
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FIG. 1. - Calculs.

R.T. F. B,=B,-B, pg. lligats B/F

4.354 2.334 2.021 =2631-611 3,5 0,86

7.504 4.263 3.241 =3852-611 6,6 0,76

19.504 12.741 6.763 = 7374-611 13,4 0,53

39.958 31.051 8.907=9518-611 17,1 0,28

F=Radioactivitat lIiure (calculada per diferencia: RT - B,) expressat en

c.p. 10'.
R.T.=Radioactivitat total en c.p. 10'.
B.=Radioactivitat lligada al receptor 0 especifica, en c.p. 10'.
B,=Radioactivitat lligada total, en c.p. 10'.
B, = Radioactivitat lIigada inespecifica (remanent despres d'afegir 100 vegades

mes d'hormona freda) en c.p. 10'.

pg. lligats e Calculats a partir de B, coneixent l'activitat especifica de l'hor
mona tritiada i l'eficiencia del comptador.
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FIG. 2. - Aplicacio de la representacio grafica de Scatchard per calcfuf::rBel nombre
maxim de Ilocs d'unio (n) i la constant de dissociacio K.
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23,9
K=---=19,12 pg.

1,25

19,12
K=---=O,0702 p.mo!. (Si el volum d'incubaci6 fos 1 ml).

272,3

K=7,02xl0-1·mol/m!.

K=7,02x 10-11 mol/I.

23,9
n=---=0,087 pmol/rnl.

272,3

0,087
0,072 pmol/mg=72,O fm/mg.n

1;2 mg prot/nil

b) Determinaci6 de proteines totals

Les proteines totals del citosol es determinen pel metode de Lowry s.

Amb aquesta dada es calcula el volum de citosol que s'ha de prendre
per fer l'assaig. Es recomanable que hi hagi 1 mg de proteina per tub.

c) Detenninaci6 de l'albumina

L'albumina que conte el .citosol es mesura pel metode del verd de

bromocresol. Amb aquesta dada es calcula la contaminaci6 plasmatica
de la mostra. Aixi es pot saber l'error que es comet en calcular el nom

bre de llocs d'uni6 per mg de proteina (taula 2).
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TAULA 2. -Odeul de lei eontaminaei6 (C) del citosol pel plasma en sis de les
mostres. P.T.=protelnes totals; DIF., dif'erencia entre P.T. i I'albumina :

C.A., eontaminaei6 per albumina : 1,3 = eorreeei6 per a transformar la C.A. en

C (plasma, albumines i globulines)

CONTAMINACIO

Mostres P.T. Alburnina DIF. C.A. C(C=C.A.x!,3)

1 3,00 2,00 1,00 33 % 42,9 %
2 0,60 0,44 0,16 10 % 13,0%
3 1,50 0,83 0,69 46 % 59,8 %
4 1,00 0,70 0,30 30 % 39,0%
5 1,82 1,56 0,26 14,3 % 18,6 %
6 0,39 0,30 0,09 23,1 % 30,0 %

33,88 %

4. RESULTATS

Els estudis de receptors estrogenics s'han fet a 14 biopsies de tumor

mamari. Ales 14 mostres s'ha seguit el mateix protocol. A la taula 3
es resumeixen els valors trobats en aquestes mostres del nombre de
Hoes d'unio i la constant de dissociacio, Dels 14 casos analitzats s'han
trobat 6 casos positius 0 que contenen receptors estrogenics, Aquesta
proporcio equival a un 42 % del total.

El nombre maxim de llocs d'unio (n) s'expressa com [emtomols d'es
tradiol lligat per mg de proteina tisular. Els nostres valors osciHen
entre 21,3 i 110,6 fm/mg arnb una mitjana de 58,9 f.mol/mg. La cons

tant de dissociaci6 ens indica la concentracio d'esteroide lliure al mo

ment que el receptor esta semisaturat. Es de l'ordre de 1 X 10-10 M. Els
valors que nosaltres trobem osciHen entre 0,68 i 5,7 X 10-10 M. La mitjana
trobada va esser de 2,08 X 10-10 M. (Taula 3.)
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TAULA 3

RESULTATS

Mostra P.T. C n Kd (1 X 10-10 M)

1 3,00 34 %
2 0,60 34 % 87,3 0,77
3 1,50 34 %
4 1,00 34 % 21,3 0,68
5 1,80 34%
6 0,39 34 % 45,6 0,75
7 0,70 34 %
8 1,60 34 % 21,3 3,20
9 1,60 34 %

10 0,17 34 %
11 1,30 34 % 67,7 5,70
12 0,60 34 %
13 0,49 34 %

14 1,20 34 % 110,6 1,40

P.T.=Proteines totals. C=Contaminaci6 plasrnatica. n=Nombre de llocs
d'unio (f.mol/rng p.t.). p.t.e.Proteina tisular. Kd=2,08+10-1O M. n=58,98 f.mol/
mg p.t.

5. CRiTICA DEL METODE I COMEN'IARI DELS RESULTATS

a) Comparacio amb altres metodes

La determinacio de receptors estrogenics pot fer-se per altres me

todes diferents de l'utilitzat per nosaltres.

A Ia taula 4 es mostra un resum de les tecniques que es fan servir

per a mesurar els receptors estrogenics (ER).
1. El gradient de densitat en sucrosa (SDG) es un metode que ames

de quantitatiu, ens caracteritza el receptor estrogenic. Un de Is incon

venients del metode es que el nombre de mostres per ana litzar d'una

vegada es inferior a altres metodes.

2. El metode de filtraci6 en gels es un bon metode, pen) amb l'in

convenient que la manipulacio de moltes columnes de cromatografia es

dificultosa. El gel que es fa servir normalment es de sephadex G-2S.

3. Una altra tecnica es l'electroforesi, utilitzada per molts autors com

tecnica rutinaria al laboratori. Es l'unic metode que separa la «Sex

Human Binding Globulin» (SHBG) que es una beta globulina i que tam

be lliga androgens i estrogens (6, 7). Donat que es treballa amb quanti
tats tan baixes d'hormona, nomes es lliga a la proteina amb la qual te

mes afinitat. Per tant, en els altres metodes no es considera l'error

degut a la SHBG 7.
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TAULA 4. - Metodes d'analisi de receptors

1. Gradient de sucrosa

2. Carbo
3. Filtracio en gels (sephadex)
4. Electroforesi
5. Incubaci6 amb trossos de teixit

4. El metode del cultiu de teixits es l'unic que fa servir el teixit
en fresco Es una mica antiquat a rnes no es quantitatiu.

b) Metode exposat en el treball

El metode que fern servir nosaltres consisteix en la separacio de la
radioactivitat lligada de la lliure amb carbo actiu previament tractat

per eliminar particules de poca densitat.
A continuacio anomenarem les dificultats que presenta la tecnica,
1. Potser un dels factors mes importants es la mesura del volum

de citosol al medi d'incubaci6. Aixo depen de la concentraci6 en pro
teines del citosol. Normalment prenern de 0,5 a 1 ml de citosol, En
aquest aspecte, seguim el criteri de T. O. Abney 3, que recomana posar
1 mg de proteines per tub. Si corregim per la contarninacio plasmatica
es dona 0,57 mg de proteina tisular.

2. La separacio amb carbo es una tecnica que requereix molta pre
cisio al moment de la separacio, S'ha de calcular el temps, ha de ser

de 10', i la temperatura no pot passar de 40 C.
Tarnbe tenim experiencia de separar amb columnes de sephadex,

G-25. Per cada mostra s'ha de preparar una columna sempre de les ma

teixes caracteristiques: la quantitat de sephadex, alcada i diametre de
les columnes, flux de la columna (ml/rnin.). Els eluats es recullen en

fraccions d'l ml de volum, i es compta la radioactivitat d'una aHiquota.
Es una bona tecnica, pero poe practica a causa del gran nornbre de
mostres. A mes a mes no resol el problema. de separar la SHBG del re

ceptor.
3. El sistema de comptatge de la radioactivitat es va fer per cente

lleig liquid, per mitja d'un comptador de radiacions beta d'Intertechni
que S-L30. En un principi es feia servir elliquid de centelleig (Tolue, Tri
ton X-lOa i Pf'O, 1.000: 500 : 3; VIVIP), pero aixi no aconseguiern dissoldre

completament les proteines i quedava terbol. Tot' seguit es va provar
amb 7 ml d'istagel que va ser suficient perque quedes transparent.
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Amb el liquid de rutina trobavern una eficiencia d'un 25 % iamb istagel
un 30 %. Encara que la dif'erencia d'eficiencies es petita, es interessant

d'augmentar-Ia al maxim donat que treballem amb esteroides tritiats
d'activitat especifica relativament baixa (47 Ci/mMol).

4. Tarnbe hem de dir que els rnetodes del carbo s'anomenen mete
des del Carbo-Dextra (DCC), pero nosaltres nornes utilitzem carbo, Do
nat que tenim una lIarga experiencia en la separacio amb carbo sol,
crciem que no cal afegir-li el dextra,

c) Contaminacio plasmatica

EI resultat del nombre maxim de 1I0cs d'unio l'expressem com fern to

mols d'estradiol per mg de proteina tisular.

Les biopsies sempre contenen una mica de sang que es la font

mes important de contaminaci6, i per tant s'ha de tenir en compte al

moment de calcular el contingut de proteina tisular. L'albumina es deter

mina pel metode del Verd de Bromocresol, i. ens serveix per calcular

la contaminaci6 plasrnatica si tenim en compte que el quocient albumi

na/globulines del serum es de 1,36•
L'albumina es una proteina que te molta capacitat, pero d'afinitat i

d'especificitat molt baixes. Per tant no modifica l'equilibri receptor
estradiol. EI plasma conte la SHBG, proteina de propietats semblants
als receptors hormonals que lIiga l'estradiol amb menys afinitat que el

receptor (Kd=lxl0-7). La presencia d'aquesta proteina es la causa

d'error mes important a tots els metodes de me sura de receptors. L'u

nie metode que separa la SHBG del receptor es l'electroforesi sobre

agar. La SHBG es dirigeix al catode i el receptor a l'anode,

d) Comentari dels resultats

Els valors trobats de Kd i (n) son sobreposables als descrits per altres

autors 8. De cara a la clinica, el calcul de K, no es necessari pero a nos

altres ens ha interessat fer-ho per tal d'estar segurs de l'espeeificitat
dels resultats. Els valors trobats per K, i (n) obtinguts del «Scatchard

plot», son mes exactes que els valors de (n) calculats per saturacio,
La proporcio de casos considerats com positius, 0 millor dit, aquells

que contenen receptors estrogenics, es inferior a la que es troba a la

literatura. La nostra incidencia es d'un 42 %, mentre d'altres autors 1, 8 en

troben fins un 60 %. No hem donat importancia a aquest fet perque
el nombre de casos estudiats es insuficient =-ncmes 14- per treure

conclusions definitives.
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e) Comentari al fonament matematic de Scatchard

Per fer un estudi de les reaccions entre molecules de gran i de petit
volum, hi ha diferents autors a seguir, per exemple, MrcHAELIs-MENTEN,
LINEWEAVER-BuRK i SCATCHARD 9. Aquests autors, simplifiquen la reac

cia a una formula maternatica. Nosaltres hem escollit SCATCHARD perque
es el que ha estudiat mes a fans les interaccions entre hormones i re

ceptors (vegeu fig. 2).
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