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A method for the determination of estrogen and progesterone receptor levels in
human mammarian cell lines (MCF-7, Cama-1, ZR-75-1, Evsa-T and HBL-100) is
described. Cells cultured as monolayers were incubated with the tritiated steroids,
pH]-!? p-Estradiol or [’H] ORG-2058. Binding of steroids to receptors was a function
of cellular uptake. Incubation periods of 50 min were sufficient to attain maximum
intracellular incorporation. The binding of 17 £-Es and ORG-2058 to MCF-7 cells, a
phenomenon which is saturable at low concentrations for the radioactive ligand, is a
linear function of the number of cells assayed (Interval: 2.5 X10* to 1.5 X 10° cells
per well). Binding data and their Scatchard plot allowed for the calculation of affinity
and capacity values. Thus, for ER, Kd = 2.0 ± 0.5 X 10*’° M and n = 3.76 ± 0.91
Fmol/jtxg DNA, and for PgR Kd = 2.0 ± 0.2 X 10-’° M and n = 14.02 ± 2.30 Fmol/^g
DNA (Mean ± SD). Binding specificity of 17 (3-Estradiol and ORG-2058 to MCF-7
cells was analysed by means of study on the inhibitory effect of increasing con
centrations of unlabelled competitors: 17 0-Estradiol, ORG-2058, Estrone, DES,
R-5020, Cortisol, Androsterone and Testosterone. Only pharmacological doses of
some of the mentioned molecules produce displacement of the hormonereceptor
binding. This phenomenon appears to be related to the affinity of these chemical
compounds for the receptor macromolecules to which estrogens and progesterone bind.
Key words: Breast cancer cell lines, Estrogen and Progesterone receptors, Whole cell

assay.

Las tecnicas utilizadas habitualmente
para la determination de receptores para
hormonas esteroideas, estradiol y proges-

♦ A quien debe dirigirsc la corrcspondencia:
Departamento de Radiologia. Hospital Clinico
Universitario. 18080 Granada (Espana).

terona, en tejidos bianco de dichas hor
monas, implican en la mayoria de los ca-
sos, la destruction celular para el aisla-
miento de las fracciones nuclear y cito-
solica (7). Adcmas, la subsiguiente pucsta
en contacto de las hormonas tritiadas con
las macromoleculas receptoras se realiza 
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en condiciones de experimentation leja-
nas de aquellas en las que se produce
fisioldgicamente la union hormona-recep-
tor.

En este trabajo se describe un metodo
para la medida de tasas de receptor de
estrdgeno y progesterona sobre la linea
celular MCF-7, muy utilizada como mo-
delo de estudio para el cancer de mama
hormonodependiente (6, 8, 19). Las ce-
lulas intactas se someten a incubation con
los esteroides marcados y el enlace de
estas moleculas al receptor es funcion
de su captation celular.

La metodologia del ensayo puesta a
punto para la linea celular MCF-7 ha sido
aplicada igualmente a las lineas tumora
les hormonodependientes Cama-1 y ZR-
75-1, a la linea tumoral no hormonode
pendiente Evsa-T y a la linea celular ma-
maria no tumoral HBL-100.

Material y metodos

Cultivo celular. La linea MCF-7 ob-
tenida a partir de un derrame pleural
mctastasico, de una enferma portadora de
un adenocarcinoma de mama, ha sido
ampliamente estudiada y posee recepto-
res para muy diferentes hormonas, entre
ellas los estrogenos y la progesterona. Las
lineas cclulares mamarias ZR-75-1, Ca
ma-1 y Evsa-T son igualmente tumorales
pero hormonodependientes solo las dos
priraeras. La linea HBL-100 de origen
mamario no tumoral es debilmente hor
monodependiente.

Las celulas son subcultivadas semanal-
mente en sistema monocapa utilizando
cajas de plastico Falcon que contienen
como medio de cultivo MEM (Gibco,
Glasgow) complementado con 10 % de
suero de ternera fetal, 0,6 mg/ml de L-
glutamina (Gibco), 40 /^g/ml de gentami-
cina (Shering), 100 U/ml de penicilina y
100 /'g/ml de estreptomicina (Difco).

Preparation del suero libre de esteroi
des. El suero de ternera fetal es inacti-
vado durante una hora a 56°C e in-
cubado con una suspension de carbon y
dextrano (0,5 de carbon y 0,005 %
de dextrano, Merck) durante 18 h a 4°C.
Tras eliminar dicha suspension mediante
centrifugation, 2000 g durante 10 min,
el suero es esterilizado en filtro milli
pore 0,22 Atm. Este suero de ternera fetal
inactivado (FCS-DCC) es almacenado
hasta su uso a —20°C.

Analisis de receptores en la celula In
tacta. La captation especifica del 17 0-
estradiol y del ORG-2058 por las celulas
en cultivo se ha determinado por el me
todo de Shafie y Brooks (17), modi-
ficado.

Las celulas cultivadas en cajas de plas
tico T-75 son tratadas con una solution
de tripsina-EDTA (0,5 % de tripsina,
0,02 % de EDTA, Gibco) y sembradas
uniformemente en discos de 35 mm de 0,
en medio MEM suplementado con 10 %
de FCS-DDC.

El analisis de receptor de estrogeno
(RE) y de progesterona (RPg) se realiza
al cuarto dia de la siembra celular. El
medio de crecimiento es aspirado y reem-
plazado por 1 ml de medio fresco que
contiene las hormonas tritiadas, ya sea
el 170-(2,4,6,7-[H3])-estradiol (90 Ci/mol.
Amersham, o bien [H3]-ORG-2058 (47
Ci/mol, Amersham) en concentraciones
comprendidas entre 0,1-9 nM y 0,3-10
nM, respectivamente. Para la determina
tion de los enlaces no especificos se rea
liza un experimento paralelo en el que,
conjuntamente a la molecula marcada, se
incorpora al cultivo celular un exceso
200 veces superior en concentration de
hormona fria (estradiol de Calbiochem u
ORG-2058 de Amersham).

Tras 50 min de incubation en atmos-
fera de 5 % de CO2 a 37°C, los discos
cclulares son lavados por ires vcccs con
una solution de CINa al 0,9 % a 4°C.
La extraction de la radiactividad incor- 
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porada a las celulas se hace mediante la
solubilizacion de los esteroides marcados
en 1 ml de etanol absolute (Merck), du
rante 20 min a temperatura ambiente.

Una alfcuota de la solution alcoholica
es medida en contador 0 usando Aqua
luma Plus (Lumac), como liquido de cen-
telleo.

En los experimentos realizados para
calcular la afinidad de diferentes hormo-
nas esteroideas por los receptores de es-
trogeno y progesterona se utilizan los
siguientes competidores frios: estrona,
DES, androsterona, testosterona, cortisol
y R-5020 (Sigma).

Determination del DMA. Las deter-
minaciones de DNA son realizadas por
triplicado en diferentes discos que contie-
nen celulas incubadas en identicas con-
diciones experimentales. El tapiz celular
es lavado con medio de Earle s y las ce
lulas despegadas con la solution de trip-
sina-EDTA. El DNA es precipitado y
extraido en HC1O4 0,5 N a 70°C, du
rante 20 min. El contenido del DNA to
tal es determinado por el metodo de Bur
ton (3) y los resultados se expresan en
base a los parametros de tendencia cen
tral: valor de la media y desviacion es-
tandar.

Resultados

Influencia del tiempo en la captation
celular de los esteroides. Tanto el [H3]-
E2 como el [H3]-ORG-2058 son rapida-
mente captados por las ctiulas MCF-7.
El nivel de incorporation intracelular de
cada uno de los ligandos se estabiliza a
los 30 y 25 min aproximadamente. A par-
tir de los 60 min la captacidn del ORG-
2058 disminuye. Un periodo inferior a
50 min parece ser insuficiente para alcan-
zar el equilibrio, mientras que periodos
miis largos pueden ocasionar mctaboli-
zacion excesiva de alguno de los ligan
dos (2).

Analisis de receptores en las celulas
intactas. La incorporation intracelular
en la linea MCF-7 de [H3]-E2 y del [H3]-
ORG-2058 es un fenomeno saturable a
bajas concentraciones de ligando radiac-
tivo. Para evidenciar la existencia de ma-
cromoleculas receptoras capaces de unir-
se con alta afinidad a los esteroides mar
cados se han analizado graficamente las
curvas de saturation de la captacidn ce
lular con el metodo de Scatchard (16).
"El tratamiento matematico de los datos
de enlace se realize utilizando el proce-
dimiento de ajuste por minimos cuadra-
dos, obteniendose los parametros de la
pendiente, ordenada y abscisa en el ori-
gen que permiten la deduction de la ca-
pacidad de enlace y de la constante de

Fig. 1. Ensayo de receptores hormonales. Cur-
va de saturation para el 17 ^-estradiol y trans-
formaddn de Scatchard de los datos de enlace

e specif [co.
Las ctilulas MCF-7 en monocapa, son incuba
das durante 50 min con concentraciones de 0,1
a 9 nM de [IFJ-Ej y un cxceso del mismo cs-
teroidc no marcado. Los resultados son expre-
sados cn fentomoles de [H’J-E, ligado por nu-

mero de celulas emplcado en el ensayo.
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Tabla I. Aflnidad relative (%) de diferentes
esteroldes por los receptores de estrdgenos y

progesterone.
Las celulas MCF-7 cultivadas en monocapa
son incubadas durante 50 min con 1 X IO"8 M
de [H3]-E1 6 1,3 X IO4 M de [IFJ-ORG-ZOSB
y conccntraciones variables (IO-3—IO"8 M) de
diferentes esteroides no marcados. La radioac-
tividad incorporada es extraida con etanol
absoluto y medida en contador de centelleo

liquido.

ND = No reallzado.

RE RPg

17 (Lestradiol WO 0,80
Dletilestilbestrol WO 0,07
Es trona 2,5 ND
ORG-2058 0,07 100
R-5020 ND WO
Androsterona 0,002 0,002
Testosterona 0,03 0,3
Cortisol 0,002 0,15

disociacion, y el coeficiente de correla
tion lineal. En la figure 1 se muestra la
representation grafica de la cantidad de
[H3]-Es extraida de las celulas en funcion
de la concentration de dicta hormona. La
curva EC5p indicativa de una funcion de
saturation se obtiene mediante la sustrac-
cion de los valores de enlaces no espe-
tificos (ENE), a los valores del enlace
total (Et).

La representation de Scatchard permi-
te calcular la capacidad del enlace del
sitio aceptor de [H3]-E2 resultando un va
lor de 75 fmoI/103 celulas. La constante
de disociacion aparente del proceso es de
2 X 10"10 M. Es necesario hacer notar la
presencia de un segundo sitio accptor
del 173-estradiol, cuya funcion no es bien
conocida (5), que presenta una mayor
capacidad de enlace pero una mas baja
aflnidad.

Un identico analisis aplicado a los va
lores obtenidos en la captation intrace-
lular del [H J-ORG-2058 permite cons-
truir la curva de saturation (fig. 2) asi

Fig. 2. Ensayo de receptores hormonales. Cur
va de saturacldn para el ORG-2058 y trans-
formaclon de Scatchard de los datos de enlace

especifico.
Las cdlulas MCF-7 en monocapa, son incuba
das durante 50 min con conccntraciones de 0,3
a 10 nM de [H3] ORG-2058 y un exceso del
mismo progest&geno no marcado. Los resultados
se expresan en fentomoles de [H3] ORG-2058
ligado por ndmero de cSlulas empleado en el

ensayo.

como la capacidad de enlace del receptor
de progesterona que tiene un valor de
325 fmol/100 ctiulas y la constante de
disociacidn del proceso que es de 3 X
X 10“10M, indicativa de una alta afi
nidad.

Especificidad de enlace del 17$-estra-
diol y del ORG-2058 a sus respectivos
receptores. La especificidad del 170-es-
tradiol y del ORG-2058 para la union a
los receptores de estrogeno y progeste
rona, ha sido analizada mediante experi-
mentos de competitividad, estudiando la
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Tabla II. Influencia de diferentes esteroides sobre la capacidad y afinldad de enlace de /os
receptores de estrogenos y progesterone.

El ensayo, sobre la linea MCF-7, se realiza estudiando la influencia de niveles farmacold-
gicos de competidores no marcados (KT® M) sobre el enlace egpecifico del [H3] Ej y

[H3] ORG-2058, determinado por el metodo de Scatchard.

* Fmol/#g DNA; ** 10"3°M.

RE RPg

n* Kd** n* Kd**

17 0-estradiol 3.8 0.2 14,5 2,4
ORG-2058 2,6 0.2 16.6 0,5
Androsterona 3.7 0.5 9.2 1.5
Testosterona 3.1 0,4 8,3 1.5
Cortisol 3,1 0.2 10.7 1.5

capacidad de inhibition del enlace de di
chas hormonas a su receptor ocasionada
por crecientes concentraciones de compe-
tidor no marcado (Intervalo IO-5 a IO-9
M). El calculo del cociente entre la con
centration del 170-estradiol o del ORG-
2058 capaz de producir una inhibition
del 50 % de la union especifica hormona
marcada-receptor y la concentration de
diferentes esteroides capaces de producir
esa misma inhibition, permiten conocer
las afinidades relativas del receptor por
diferentes moleculas esteroideas (tabla I).

Influencia de dosis farmacoldgicas de
diferentes esteroides en la captacidn celu- 

lar del 17$-estradiol y del ORG-2058. La
adicion de un exceso de diferentes hor
monas esteroideas en una concentration
final de 10’6 M al medio de cultivo celular
en el que se ensaya la union del 170-es-
tradiol y del ORG-2058 a sus receptores,
permite conocer su influencia sobre la
capacidad de enlace del receptor de estro-
geno y progesterona (tabla II).

Proporcionalidad entre el ntimero de
celulas utilizadas en cada ensayo y la cap
tacidn especifica de las hormonas tritia-
das. Se ha estudiado la captation celu
lar del [H3]-E2 y del [H3]-ORG-2058,
para una concentration constante de di

Tabla III. Niveles de RE y RPg en diferentes lineas celulares mamarias. Rango de concen-
tracldn de hormonas marcadas (0,1 a 10 nM).

Los valores de n'y Kd se deduccn por el mStodo de Scatchard. Los resultados se expresan
como el valor medio ± la desviacidn estiindar. Entre partntesis cl nt'imero de cnsayos

realizados.

RE
n* Kd**

RPg_________
n* Kd**

MCF-7
CAMA-1
2R-75-1
Evsa-T
HBL-100

3,76 ± 0,91
3,11 ± 0,79
1,77 ± 0,76

0
0,12 ± 0,02

2.4 ± 1,5 (3)
0,7 ± 0,6 (3)

0 (2)
0,7 ± 0,9 (2)

14,02 ± 2,30
4,16 ± 2,29
3,74 ± 0,16

0
1,03 ± 0,80

2,0 ± 0,2 (9)
9,9 ± 8.8 (3)
8,2 ± 6,9 (2)

0 (2)
0,3 ±0.4 (2)

Fmol/pg DNA; ** 10-” M.
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chos ligandos radiactivos, modificando
el numero de celulas MCF-7 empleadas
(Intervalo 0,025-1,5X10°) y se ha deter-
minado la cantidad de hormona marcada
expresada en Fmol que se ha incorpora-
do a las celulas, en relation a la cantidad
de DNA (expresada en Mg), una vez corre-
gidos los enlaces no espetificos intracelu-
lares. El ajuste por minimos cuadrados
de los puntos encontrados experimental-
mente para los dos ligandos radiactivos
define, en cada caso, una recta (Coeficien-
tes de correlation lineal de 0,980 para
el [H3]-Ea y para el [H3]-ORG-2058).

Los niveles de RE y RPg en diferentes
lineas celulares mamarias se expresan en
la tabla III.

Discusion

El mecanismo de entrada de los estro-
genos en las celulas bianco no es bien co-
nocido. Puede pensarse que los esteroi-
des, debido a su naturaleza lipofflica y no
ionica, difunden libremente a traves de
la membrana (13), pero hay razones para
suponer que esta estructura participa en
la captation de los esteroides puesto que
en las membranas de celulas uterinas en
suspension existen sitios espetificos de
union para el estradiol cuya Kd es alta
(15). Ya sea un proceso de difusion pasi-
vo o un transporte activo, la observation
experimental del fenomeno es demostra-
tiva de que el mismo ocurre con rapidez,
alcanzandose en pocos minutes un valor
maximo.

Es fundamental considerar el hecho de
que en un analisis realizado sobre celulas
intactas en condiciones de una buena vita-
lidad celular, los esteroides no estan en
un sistema incite y se produccn fendme-
nos de metabolizacion intracelular de las
hormonas incorporadas (2). Por esta ra
zon, el ensayo de RE y RPg se limita a
45-50 min de incubacion, tiempo que
permite asegurar practicamente la inexis- 

tencia de alteraciones causadas por el me-
tabolismo celular (2).

La constante de disociacion es uno de
los parametros fisico-quimicos fundamen
tales para la caracterizacion del enlace
receptor-hormona. Los valores de Kd
para el RE y RPg en la linea celular
MCF-7 (tabla III), estan de acuerdo con
los encontrados en sistema de ensayo no
celular (12) y son sensiblemente mas ba-
jos, demostrativos de mas alta afinidad,
que los descritos en experimentos reali-
zados empleando celulas intactas en sus
pension (17, 22).

La tasa de 17P-estradiol y ORG-2058
enlazada en la celula intacta es reflejo de
la union especifica de estas hormonas
marcadas al conjunto celular (fraction
nuclear, particulada y citosolica). La ca-
pacidad de enlace del sitio de maxima
afinidad para el 170-estradiol representa
en las ctiulas MCF-7 subtetraploides, en
crecimierito logaritmico, aproximadamen-
te 45.000 sitios por celula. La capacidad
de enlace del RPg representa un valor
aproximado de 170.000 sitios por celula.
Aunque se han descrito valores similares
(2, 4) es necesario advertir la existencia
de datos contradictories (9, 17) cuya dis-
paridad podrfa ser explicada en base a
variaciones metodologicas o a la selec
tion de variantes no hormonodependien-
tes en varias sublineas de la MCF-7 (11,
14).

La aplicacion de la tecnica aqui descri-
ta para la determination de las tasas de
RE y RPg, sobre otras lineas celulares,
muestra ser igualmente efectiva. Es im-
portante resaltar que esta metodologia
evidencia la ausencia de macromolecu-
las capaces de enlazar con alta afinidad
al 17P-estradiol y al ORG-2058 en la li
nea celular Evsa-T, considerada como no
hormone dep endiente, dato concordante
con los resultados obtenidos al estudiar
mediante ensayos mas clasicos la recep-
tividad de dicha linea celular (6). Por
otra parte, la detection de niveles de re
ceptor de 170-estradiol y de ORG-2058 
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en la Ifnea celular HBL-100, cuya exis
tencia no se ha puesto de manifiesto por
otros procedimientos analiticos (8), pare-
ce ser demostrativa de la mayor sensibi-
lidad del ensayo sobre celulas intactas.

Por ultimo, se ha estudiado la influen-
cia que ejerce, sobre la tasa de RE y RPg,
la presencia en el medio de incubacion
de diferentes esteroides dotados de debil
afinidad por las macromoleculas recep-
toras. A dosis de 1O'°M de competidor,
el ORG-2058 es el esteroide que modifica
mas sensiblemente la capacidad de union
del RE, hecho que parece estar respal-
dado por la ligera afinidad que en este
sistema de trabajo presenta el ORG-2058
por el receptor de estrogeno (tabla I). Por
otra parte, las modificaciones de diferen
tes esteroides sobre la capacidad de en
lace del RPg son generales, sobre todo
en el caso de la testosterona y la afinidad
de enlace del ORG-2058 a su receptor
se ve parcialmente afectada por la pre
sencia en el medio de cultivo celular de
dosis farmacologicas de 173-estradiol.

Varios argumentos pueden formularse
a favor de la utilization de tecnicas de
medida de RE y RPg que emplean celu
las intactas. Es bien conocido el proble-
ma de la degradation, paso a formas de
bajo peso molecular y perdida de la ca
pacidad de enlace de las moleculas recep-
toras, durante los procesos de homoge
nization celular (20). Sherman et al. (18)
advierten de la presencia en extractos de
tejidos tumorales mamarios humanos, de
formas de receptor de estrogeno de bajo
peso molecular (Meroreceptor), que si
bien poseen los determinantes de enlace
con alta afinidad al E2, son incapaces
del enlace nuclear. Esto supone la cuan-
tificacion, en los metodos convenciona-
les, de moleculas receptoras incapaces de
translocacidn nuclear, etapa necesaria
para la initiation de una respuesta a los
esteroides en la celula hormonodepen-
diente.

Ademas de la evidente degradation del
receptor en la fraction citosolica, las ma- 

nipulaciones que llevan a la obtencion
de esta fraction de centrifugation de alta
velocidad (105.000 g), ocasionan la par
tial destruction de muy diferentes estruc-
turas celulares. Es, precisamente, en las
fracciones particulares que quedan exclui-
das de la fraction citosolica por la ultra-
centrifugacion, donde se ha descrito la
existencia de un alto porcentaje de sitios
especificos de union del 170-estradiol (1).
Este hecho permite suponer que mem-
brana celular, mitocondrias, microsomas
o lisosomas, puede estar ligada a una via
biosintetica o circuito de translocation
nuclear del complejo hormona-receptor
(15). Es importante considerar que, se-
gun recientes observations realizadas en
distintos tejidos y lineas celulares bianco
de la acci6n estrogenica, puede no ser
correcto el actual modelo de action hor
monal que considera la translocation nu
clear como un paso previo; hay eviden-
cia (10, 21) de que la molecula receptora
de estrogenos, tanto en presencia como
en ausencia de 173-Es, se localiza de ma-
nera preferential en el nucleo de la celula
y la existencia de receptor en la fraction
citosolica es un artefacto producido por
la homogenization tisular. La respuesta
a la action estrogenica se explica enton-
ces, como un incremento de la afinidad
del receptor por elementos nucleares. Es-
tas ultimas aportaciones cientificas supo-
nen una primacia del ensayo de recep-
tores estrogenicos, realizado sobre celulas
intactas en relation con los procedimien
tos convencionales usados y, es propd-
sito de nuestro grupo proceder a la apli-
cacion del metodo en clfnica Humana.

Resumen

Se describe un m6todo paranjas dctcrniina-
ciones de los niveles de receptor de estr6genos
y progcsterona en lineas celulares mamarias
humanas (MCF-7, Cama-1, ZR-75-1, Evsa-T y
HBL-100). Las celulas cultivadas en monocapa
son incubadas con los esteroides tritiados [H3]-
173-cstradiol o [H:]-ORG-2058 y la union
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de dstos al receptor respectivo es funcidn de
su captaci6n celular. Tiempos de incubacidn
de 50 min son suficientes para que la incorpo-
raci6n intracelular sea maxima. El enlace del
170-Ea y el ORG-2058 sobre la linea celular
MCF-7, fendmeno saturable a bajas concentra-
ciones de ligando radiactivo, es funcidn lineal
del ntimero de cdlulas sometidas a estudio
(Intervalo 2,5 X 10* a 1,5 X 10° cdlulas/disco).
Los datos de enlace y la transformacion de
Scatchard de los mismos permiten obtener los
valores de afinidad y capacidad que resultan
ser para el RE de Kd = 2,0 ± 0,5 X 10-10 M y
n = 3,16 ± 0,91 Fmol//xg de DNA y para el
RPg de Kd=2,0 ± 0,2 X IO-’0 M y n=14,02 ±
± 2,30 Fmol (jug de DNA (M ± DS). Se ana-
liza la especificidad de la uni6n entre el 170-
estradiol y el ORG-2058 con las cdlulas MCF-7
estudiando la inhibicion del enlace por concen-
traciones crecientes de competidores no marca-
dos (170-estradioI, ORG-2058. DES, estrona,
R-5020, androsterona, cortisol y testosterona).
Solo dosis farmacol6gicas de algunas de dichas
inoleculas producen desplazamiento de la unidn
hormona receptor, estando este fenomeno rela-
cionado con la afinidad que esos compuestos
quimicos presentan por las macromolGculas re-
ceptoras de estrogenos y progesterona.
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