AVANCES DE LA
INVESTIGACION ONCOLOGICA
ESPANOLA

Madrid, abril 1992

mgindudi

Serie Cientifica
Madrid, 1993



31. ACTIVIDAD AROMATASICA Y ESTRADIOL EN EL CANCER
MAMARIO HUMANGO. RELACION CON LOS RECEPTORES
DE ESTRADIOL Y DE FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

TN
P. BOLUFER!, E. RICART!, A. LLUCH?, GiVAZQg}’, ]J. GARC1A-CONDE ?,
P. ANTONIO!, V. GUILLEM.

'Departamento de Biopatologia Clinica. Hospital La Fé. Valencia. 2Departamento
de Oncologia Médica. Hospital Clinico Universitario. Facultad de Medicina. Universidad
de Valencia. *Instituto Valenciano de Oncologia. Valencia.

Palabras clave:

Actividad aromatdsica, estradiol tumoral, receptor de estradiol, receptor
de factor de crecimiento epidérmico, cdncer de mama humano.

Tttulo abreviado:

Actividad aromatdsica y estradiol en el cdncer mamario humano.

Resumen

Con el propdsito de clarificar el posible significado de la actividad aromatdsica
(AR) en el cincer mamario se estudia su relacién con el E, intratumoral, receptores
de estradiol (RE) y de factor de crecimiento epidérmico (RFCE) asi como con el
TNM, histopatologia e indiferenciacién en 225 carcinomas mamario: 67 de preme-
nopdusicas y 158 de postmenopdusicas. También se evaliia el poder inhibitorio de la
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aminoglutetimida (AG) en un grupo de 22 cdnceres mamarios AR+. En cada
muestra se cuantifica la AR, RE, RFCE y E, intratumoral. La AR se cuantifica si-
guiendo el método de Thompson y Siiterii; el RFCE siguiendo el procedimiento de
saturacion de doble punto que emplea FCE-I'* como ligando; los RE con el procedi-
miento multipunto de Scatchard empleando estradiol-H como ligando y, el E, in-
tratumoral con un procedimiento de RIA. Se encuentra AR en el 64% de los cdnce-
res estudiados. Existe una fuerte asociacion de la presencia de AR con el tamario
tumoral en pacientes postmenopdusica (P=0.001) y de la cuantia de AR con el ta-
mario tumoral de las premenopdusicas (P <0.01). En el grupo de postmenopdusicas
la presencia tumores AR+ estd significativamente mds elevada en los tumores RE+
que en los RE- (P <0.001). Los tumores RE+ tienen una concentracién de-E2 signi-
ficativamente mds elevada que los tumores RE- (P<0.0001), al igual como los tu-
mores AR+ respecto a los AR- (P<0.001), al igual como los tumores AR+ respecto
de los AR- (P<0.0001). El empleo de AG 12 uM in vitro produce una inhibicién
promedio del 48% en los 22 cdnceres estudiados. Existe una correlacion lineal miil-
tiple de tipo logaritmico de los niveles de AR, RE y RFCE con el log de la concen-
tracion intratumoral de E, (P<0.0001) con coeficientes de correlacion parcial positi-
vos para la AR y RE. Los resultados obtenidos sugieren la importancia de la AR
tumoral para explicar la concentracién tumoral de E, reforzando el posible signifi-
cado bioldgico de la AR tumoral.

Introduccién

El tejido mamario normal (1, 2) y el de algunos canceres mamarios (1, 3,
4, 5), gracias a su capacidad aromatizante, son capaces de transformar los
androgenos suprarrenales androstendiona (A) y testosterona (T) en estrége-
nos, los que a su vez promueven el desarrollo en los canceres hormono-de-
pendientes (1, 2).

Se ha encontrado actividad aromatésica (AR) en un 60-70% de los cance-
res mamarios (1, 3, 4, 5), siendo mayor en el tejido tumoral que en la glan-
dula mamaria normal (4) o en la grasa mamaria (6). Sin embargo, poco se
sabe acerca del significado de la AR en los cdnceres mamarios. En algtn es-
tudio se ha relacionado la presencia de AR con la respuesta a la terapéutica
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a la aninoglutetimida (AG) (7), mientras que en otros estudios se ha relacio-
nado con la presencia de receptores de estradiol (RE) (8). No obstante, la
mayoria de las investigaciones efectuadas han sido incapaces de probar re-
lacién alguna de la AR con los RE, receptores de progesterona (PR) (1, 3, 4,
5,9) o con el TNM tumoral (3, 5).

Tampoco se ha esclarecido completamente el origen del E, tumoral. Se ha
sugerido que la sulfatasa mamaria pudiera tener un papel més relevante
que la AR en la formacién de E, a través de la conversién del sulfato de E,
en E, (10), que, a su vez, se transformaria en E, por la accién de la enzima
17B-hidroxiesteroideshidrogenasa. Sin embargo, algunos estudios recientes
llevados a cabo in vivo sostienen la importancia de la AR tumoral en la sin-
tesis de estrégenos (7). Se ha encontrado una mayor concentraciéon de E, en
los canceres mamarios que en el tejido mamario normal o en el plasma (4,
11); no obstante, s6lo en un estudio se encuentra una relacién del E, con la
presencia de RE (4).

La introduccién de los farmacos inhibidores de la aromatasa en el trata-
miento del cancer mamario hace méas necesaria la clarificacién del significa-
do de la AR y E, intratumorales. Estas son las razones que motivan que en
el presente estudio se cuantifique la AR y el E, en 225 cidnceres de mama
con el objeto de analizar las posibles relaciones de la AR con E,, RE, recep-
tor para el factor de crecimiento epidérmico (RFCE), histopatologia y TNM
tumoral. También se analiza la capacidad inhibidora in vitro de diferentes
inhibidores de la AR en preparados de placenta, asi como la AG en un gru-
po de canceres mamarios.

Material y métodos

Pacientes y muestras

Se estudia un total de 225 canceres mamarios: 67 de mujeres premeno-
pausicas con mediana edad de 40 afios, y 158 postmenopausicas con media-
na edad de 62 afios.

Las muestras tumorales se almacenan en N, liquido hasta el momento de
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la determinacién. En cada una de ellas se determinan: AR, E,, RE citosdlicos
(REc) y nucleares (REn), y RFCE. En 140 tumores se ha valorado el grado de
indiferenciacién histolégica de acuerdo con el indice de Bloom-Richard-
son(12) (IBR) habiendo catalogado los tumores en tres grandes grupos: Gra-
do I que incluye las puntuaciones 3-5; grado II, puntuaciones 6-7; grado IlI,
para las puntuaciones 8-9.

El tipo histopatoldgica mas abundante son los carcinomas ductales con
un total de 188, 27 carcinomas son de tipo lobulillar, repartiéndose el resto
de los tumores entre los tipos inflamatorio, medular y mucinoso.

El TNM vy resultados cualitativos de los parametros estudiados se reco-
gen en la Tabla 1. -

Tabla 1.
Caracteristicas de los canceres mamarios estudiados

PARAMETRO PREMENO POSTMENO TOTAL
IBR I 14 31 45
I 18 51 69
III 6 20 26
T 1 13 16 29
2 34 77 111
3 11 21 32
4 9 44 53
N O 29 55 84
+ 38 103 141
M 0 62 147 209
1 5 1 16
AR- 32 48 80
AR+ 35 110 145
RE- 49 80 129
RE+ 18 78 96
RFCE- 49 118 167
RFCE+ 18 40 58

TOTAL 67 158 225
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Inhibidores de la aromatasa

" Se ha ensayado la capacidad para inhibir la AR placentaria del
CGS16949A (13), AG, 4-hidroxiandrostendiona y DHT. Tambien se ha eva-
luado la capacidad inhibitoria de la AG en 22 cdnceres mamarios AR+.

Meétodo para cuantificacion de la AR

Se ha seguido el método de Thompson y Siiterii’s (14) que consiste en la
cuantificacién radiométrica del 'H,O formada en el proceso de aromatiza-
ci6n de la, 1p'H-A en E..

Se toman entre 250 a 300 mg de tejido que tras ultracongelarse en N, se
pulveriza en el Mikro-Dismembrator (Braun). El tejido se resuspende a ra-
z6n de 0.5 ml del tampén de ensayo (fosfato 0.066 M, nicotinamida 9.8 mM,
CLMg 10.56mM, EDTA 1.12mM, N, Na 15. 38mM y Triton-x-100 1/1000, di-
tiotreitol 0.125 mM, pH 7.3) por cada 200 mg de tejido, dejando en agitacion
durante 1 h a 4°C para procurar una buena resuspensién. Se separan dos
alicuotas del homogenizado, una de 100pl para la cuantificaciéon de protei-
nas totales (PT), y otra de 400 pl para cuantificacién de E, almacenandose
ambas a -20°C.

La determinacién de la AR consiste en la incubacién durante 1 h a 37°C de
200 ul del homogeneizado del tejido con 1 uCi de 1p'H-A, 0.69 uM de A no
marcada y 0.64 nM de NADPH. El *H,0 formada se purifica adsorbiendo los
esteroides con carbén dextrano, seguida de una cromatografia en columna
mixta de carb6n activo-sefadex. Una muestra se considera AR positiva
(AR+) cuando la radioactividad del 'H,O supere al doble del contaje del
blanco de reactivos. Los resultados finales se expresan en fmol E,/mg PT/h.

Cuantificacion del E, tumoral

Se efectia siguiendo un procedimiento de RIA ("*I-Estradiol direct Ra-
dioimmunoassay Kit, Baxter Dade AG) a partir de los extractos etéreos de 200
I de homogenizado. Los resultados finales se expresan en pmol E,/mg PT.
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Ensayo de RFCE y RE

La cuantificacién de RE y RFCE se efectiia sobre el mismo homogeniza-
do. Se requiere un minimo de 150 mg de tejido que se homogeniza en tam-
pon HEPES-EDTA-ditiotreito] (HEPES 20 mM, EDTA 1.5 mM, ditiotreitol
0.125 mM, pH=7.4). Del homogenizado asi obtenido se separan por centri-
fugacion, el pellet nuclear para la determinacién de RE (REn), las membra-
nas para la cuantificacién de RFCE y, el citosol para cuantificar RE (REc).

La cuantificacién de los RFCE es un ensayo de saturacién de dos puntos
que emplea como ligando el FCE-I'* y el FCE como competidor (15). En to-
dos los ensayos se emplea una homogenizado de placenta como control po-
sitivo. Los resultados finales se expresan como fmol FCE-I'* unido/mg de
PT de membrana. Un tejido se considera RFCE positivo (RFCE+) cuando la
concentraciéon de RFCE supere los 0.5 fmol/ml homogenizado con un uni-
do inespecifico inferior al 70%.

Los REc y REn se cuantifican siguiendo el método de Leake (16) que es
un procedimiento multiplunto que emplea E,-"H como ligando y dietilesti-
bestrol como competidor. Los resultados finales se expresan fmol REn/mg
PT para la fraccién citosdlica y en fmol REn/mg ADN para la nuclear. Un
tumor se considera RE positivo (RE+) cuando se detectan RE tanto en la
fraccién citos6lica como en la nuclear, considerandose negativo (RE-) en ca-
so contrario.

Tratamiento estadistico

Las comparaciones miiltiples se han corregido teniendo en cuenta el nd-
mero de repeticiones del mismo estadistico, lo que arroja como limites de
significacién estadistica valores de P de 0.01 para 6 comparaciones y de
0.005 para 12.

Se ha empleado el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (KW) en el con-
traste de parametros cuantitativos y, el X* para contraste de parametros
cualitativos.

Se ha empleado el andlisis de regresion lineal miiltiple para evaluar la
importancia selectiva de las variables cuantitativas AR, RE y RFCE junto
con el TNM tumoral para explicar las cifras de E, intratumoral (17).
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Resultados

Cinética de la AR

Los incrementos en la concentracién de A desde 0.1 a 0.3 uM se traducen
en un aumento exponencial en la velocidad de la AR placenaria que alcanza
un plateau a partir de los 0.5 UM de A (Fig. 1A). La Km obtenida a partir de
la representacién de la linea de Lineweaver-Burk es de 0.033 uM/L.
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Fig. 1.

Efecto de la concentracién de androstendiona en la velocidad de reaccién. (B) Capacidad inhi-
bitoria de diferentes farmacos. (C) Efecto inhibidor de la aminoglutetimida (AG) en canceres
mamarios AR+.
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Potencia de los inhibidores de la AR

El preparado CGS 16949A exhibe una médxima capacidad inhibitoria de la
AR placentaria consiguiendo la inhibicién del 50% a una concentracién 0.01
uM (Fig. 1B). La AG es el preparado con menor potencialidad inhibitoria al-
canzandose la inhibicién del 50% a la concentracién de 12 uM. El resto de los
fédrmacos estudiados tienen una capacidad inhibitoria intermedia.
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X2=1.50; p=ns en el cdncer mamario
100%1 [ =1 [ a 167 .
r t kruskal wallis=2.50;p=ns
f
75% - m
o
% 1
t © E
u 50% . . 1
TN /
r \ m
e 25% BN 8
s
p
t
/
0% h
18:30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-87
A edad en afios
AR+ [TT1 AR- o
B edad en afos
cifras indican el numero de casos
distribucion valores de AR en el cdncer mamario
100 7
n
i
m
e
r
o
t
u
m
[+
r
e
5
<5 5-10 11-15 16-20 21-25 26-30 31-40 41-100
C AR (fmol e1/mg pt/h)
Figura. 2.

Relacién de la presencia de AR (A) y de la concentracién de AR (B) con la edad de las pacien-
tes afectas de cancer mamario. (C) Distribucién de los valores de AR.
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AR en el cancer mamario humano

Los valores de AR tienen una distribucién logaritmica con rango de valo-
res para los tumores AR+ desde 5 a més de 41 fmol E,/mg PT/h (Fig. 2C).

145 de los 225 cénceres estudiados (64%) son AR+. El grupo de las muje-
res postmenopausicas tienden a tener mayor proporcién de canceres AR+ y
mayor concentracién de AR, no obstante estas tendencias carecen de signi-
ficado estadistico (Fig. 3).
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Figura. 3.

Relacién de la presencia (A) o concentracion de AR (B} con el estado menstrual de las pacien-
tes afectas de cdncer mamario.
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Se observa una tendencia al incremento en la presencia de cdnceres AR+
paralelo con la edad, observandose un 50% de tumores AR+ en el grupo de
edad de 18-30 afios y que supera el 75% en el grupo de pacientes mas afio-
sas (Fig. 2A). Sin embargo, el comportamiento cuantitativo de la AR es dife-
rente, mientras las mujeres premenopausicas tienen un nivel de AR sobre
los 8 fmoles E,/mg PT/h esta AR se incrementa hasta 12 en el grupo de
postmenopausicas (Fig. 2B).

No se ha relacionado de la presencia de AR con los tipos histopatolégi-
cos (Fig. 4). No obstante, se observa que todos los carcinomas inflamatorios
y mucinosos tienen actividad aromatasica, siendo también los carcinomas
inflamatorios los tumores con mayor concentracién de AR. Tampoco existe
asociacion significativa de la AR con el IBR, aunque se observe una tenden-
cia a la mayor abundancia de canceres AR+ en tumores con grado III.

AR y tipo histopatolégico ARy tipo histopatolégico
premenopausicas postmenopausicas
X?=2.55; p=ns X2=3.04; p=ns
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Figura. 4.

Presencia de AR y tipos histopatolégicos de los cdnceres mamarios de las pacientes premeno-
pausicas (A) o postmenopausicas (B). CDI: Ductal Infiltrante; CLI: Lobulillar infiltrante; CIN:
Inflamatorio; CME: Medular CMU: Mucinoso.
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Figura. 7.
Presencia de AR y RE en los grupos de premenopausicas (A) y postmenopausicas (B).
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E; y AR céncer de mama E, y RE cdncer de mama
t kruskal wallis= 42.93; p< 0.0001 t kruskal wallis= 30.7; p< 0.0001
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Figura. 8.
Relacién de la concentracion de estradiol (E:) con la presencia de AR (A) o de RE (B) en los
cénceres mamarios.

No se ha observado relacién de la presencia de AR con el T en el grupo
de premenopausicas (X*=1.8; NS), sin embargo se observa un incremento
estadisticamente significativo de la concentracién de AR con el T (Fig. 5A).
En el grupo de postmenopausicas se observa un aumento significativo en la
proporcion de los cadnceres AR+ con el grado del T (Fig. 5B), aunque no ha
podido probarse esta relacién con la cuantia de AR (KW=3.22; NS).

La presencia de AR no tiene relacion con la afectacién ganglionar ni con
las metastasis a distancia. Sin embargo, los tumores con metéstasis a distan-
cia tienen medianas de AR significativamente superiores a los que no las
tienen (Fig. 6).
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Un 83% de los tumores RE+ del grupo de postmenopausicas son AR+,
proporcién significativamente superior al 56% de AR+ encontrada en los
canceres RE- (Fig. 7B). Sin embargo, no ha podido encontrarse esta relacién
en el grupo de la premenopausicas (Fig. 7A). Tampoco se ha encontrado re-
lacién cuantitativa de la AR con la presencia de RE ni con los RFCE.

Empleando la AG in vitro a una concentraciéon 12 UM se produce una in-
hibicién significativa en la AR del orden del 49% en la mayoria de los tu-
mores (Fig. 10).

El E, intratumoral se ha estudiado sin tener en cuenta la funcién ovarica
de las pacientes dado que su concentracion no experimenta variaciones sig-
nificativas con el cese de la funcién ovarica (KW=1.28; NS).

No se ha encontrado relacién del E, con el TNM del tumor. Sin embargo,
se observa una asociacién directa significativa del contenido en E, tumoral
con la presencia de RE (Fig. 8B) y de AR (Fig. 8A). Los tumores RE+ o AR+
tienen valores de AR tres veces superiores a las de los tumores negativos
para estos pardmetros.

Se ha encontrado una correlacidn significativa del log de E, con las varia-
bles cuantitativas AR, RE, RFCE y TNM tumoral (R=0. 56; F=15.7;
p<0.0001, Tabla 2). Sin embargo, el TNM tumoral no parece tener relevan-
cia alguna para explicar el contenido en E, tal como se desprende de que la
exclusién de estas variables no ocasione disminucién significativa en el co-
eficiente de correlacion (F,,, para eliminacién de las variables = 0.04079;
NS). Si se separan las pacientes segtin el estado de su funcién ovarica se
observa que las postmenopéusicas tienen un coeficiente de correlacién mas
fuerte que las premeopdusicas, sin embargo estos patrones de comporta-
miento carecen de significado estadistico (F,,, analisis de regresioén en gru-
pos = 2.104; NS).
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Tabla 2. :
Estudio de la correlacién lineal multiple del Log de E: con los parametros cualitativos y cuanti-
tativos

Premeno+Postmeno Premeno Postmeno
Variables Coef (P) Coef (P) Coef (P) Coef (P)
CONSTANTE 0.942 (0.0000) 0.945 (0.0000)  1.056 (0.0000) 0.831 (0.0000)
LOG (AR+1) 0.360 (0.0000) 0.358 (0.0000)  0.283 (0.0000)  0.423 (0.0000)
LOG (RE+1) 0.077 (0.0002) 0.077(0.0002)  0.098 (0.0663) 0.069 (0.0016)
LOG (RFCE+1) -0.089 (0.0131)  -0.089(0.0109)  0.015 (0.8470) -0.133 (0.0005)
T -0.020 (0.7471) —_— — —_—
N 0.071 (0.5645) — — —_—
M -0.001 (0.9964) —_— —_— —
R (F;P) 0.56 (18.4;,,000)  0.56 (36.6.000)  0.36 (4.3;.008) 0.66 (40.4;.000)

AR, RE y RFCE son parametros cuantitativos en tanto que el TNM son variables cualitativas.

Discusion

De los inhibidores ensayados en la preparacién de placenta el CGS
16949A tienen una potencia inhibitoria unas 1000 veces superior a la AG.
Este aspecto junto a sus escasos efectos secundarios hacen que este formaco
pueda convertirse en uno de los de eleccién una vez que hayan finalizado
los estudios clinicos (13).

En el presente estudio se ha encontrado un 64% de canceres AR+, porcen-
taje muy similar al hallado en otros estudios (1, 5, 18). La tendencia a la ma-
yor proporcién de tumores AR+ y mayor cuantia de AR encontrada en las
postmenopausicas soporta la idea de aquellos estudios que indican que la
AR se incrementa tras la menopausia (19, 20). Sin embargo, en otros estudios
llevados a cabo en cdcer mamario no se han obtenido estas mismas conclu-
siones (1, 4, 9, 18), probablemente debido al escaso niimero de tumores.

El hecho de que todos los carcinomas inflamatorios fuesen AR+ con una
elevada concentracién de AR relaciona a la AR con el mal prondstico carac-
teristico de este tipo histopatolégico.
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En el estudio presente se encuentra una asociacién positiva fuerte entre
la AR tumoral con el T. Sin embargo, esta asociacién no puede demostrarse
en el grupo de premenopausicas a pesar de que en este grupo se encuentra
una relacién cuantitativa de entre la AR tumoral y el T. No obstante, la falta
de relacién del E, con el T dificulta la compresién del mecanismo de accién
de la AR. Ello podria interpretarse considerando que la AR fuera maés la
consecuencia que la causa del comportamiento més agresivo y que estuvie-
ra inducida por la mayor secrecién de TGFa, tal como se ha visto sucede en
células de la granulosa ovarica de cerdos (21).

El hallazgo de mayor concentracién de AR en los tumores con metastasis
a distancia pudiera explicar la buena respuesta a la AG observada en pa-
cientes con metéstasis dseas (22).

La buena respuesta obtenida con la AG in vitro en la mayoria de los tumo-
res con un porcentaje medio de inhibicién del 48% cuestiona la existencia de
tumores reistentes al citado tratamiento, pudiendo ser suficiente la presencia
de AR para que se pueda suponer una buena respuesta a este tratamiento.

Sélo en un estudio anterior (8) se ha confirmado la asociacién de la AR
con la presencia de RE en mujeres postmenopausicas, aunque en la mayoria
de los estudios no se encuentra este hallazgo (1, 3, 4, 5, 7, 9). Esto pudiera
atribuirse a la escasez de los tumores incluidos, junto con el posible efecto
del estado menstrual que de no tenerse en cuenta puede dificultar la inter-
pretacién de los resultados.

La relacién del E, intratumoral con los RE ya se ha encontrado un estudio
precedente (4), no obstante en el presente observa una asociacién mas estre-
cha con la AR. Esta asociacién fundamenta la sospecha de que la AR deba
tener un papel importante en la sintesis intratumoral de E,, tal como lo han
sugerido algunos estudios experimentales in vivo (11). Los mayores niveles
de E2 intratumoral en los tumores AR+ o RE+ pueden deberse a la conse-
cuencia de una mayor sintesis sintesis intratumoral de E, 0 a la mayor capa-
cidad tumoral para retener el E,, respectivamente.

La fuerte asociacién positiva de la AR con el T, su relacién con las metas-
tasis a distancia y la fuerte relacién del E, intratumoral con la AR, RE y RF-
CE, especialmente en postmenopausicas, sugiere que la AR tumoral deba
tener una relevancia biolégica o traducir la presencia de otros factores rela-
cionados con el mal pronéstico.
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