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En este momento el uso de los marcadores
de pronéstico en cancer de mama adyuvante es-
ta adquiriendo un rol muy importante porque la
gran mayoria de las pacientes que son operadas
de cancer de mama reciben uno u otro tipo de
tratamiento adyuvante. Entonces, hay mucha in-
formacion que esta saliendo, parte es informa-
cion confirmatoria de ensayos clinicos randomi-
zados muy grandes y otras son informaciones
muy pequenas, fragmentadas, introduciendo téc-
nicas nuevas; entonces, me parece que es un
momento muy bueno para tratar de discutir estos
nuevos elementos y ver como se ubican dentro
de lo que ya sabemos. Para hacer un pronéstico
tranquilizador, digamos que se ubican bastante
bien; es decir, que lo que sabemos todavia sigue
siendo valido, y eso es un alivio para todos.

Vamos a dar algunas definiciones. Cuando
uno habla de factores de prondstico, esta expre-
sion se utiliza para determinar la probabilidad
estadistica de recurrencia de la enfermedad o de
muerte, independientemente de la terapia adi-
cional que se utilice en esa paciente; los factores
de prondstico tienen esa connotacion. Los fac-
tores de prediccion, en cambio, se utilizan pa-
ra determinar la probabilidad estadistica de res-
puesta a una terapia especifica, permitiendo la
optimizacién de la respuesta para pacientes in-
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dividuales. Hay factores, por supuesto, que pue-
den ser de prediccion y de prondstico; pero en
la mayor parte de los casos tiene mas peso una
de las dos posibilidades.

Si nosotros vemos en las pacientes que son
negativas para ganglios linfaticos, cual es la fre-
cuencia de la terapia adyuvante que se emplea,
vemos que tenemos tres posibilidades (Tabla I).
Hay una cuarta parte de las pacientes operadas,
donde la conveniencia de hacer terapia adyu-
vante es escasa, y estas pacientes son general-
mente las que tienen tumores de bajo riesgo, ca-
racterizados ya sea por el tamaio tumoral (me-
nos de 1 cm) o por la histologia favorable, como
los carcinomas ductales in situ, tubulares puros,
papilares puros, medular o mucinoso tipico; és-
tas son pacientes donde raramente se hace tera-
pia adyuvante.

En el otro extremo tenemos las pacientes que
muy probablemente van a recibir terapia adyu-
vante, y es otro cuarto de las pacientes. Estas pa-
cientes estan caracterizadas porque tienen tumo-
res de mas de 3 cm y tienen rasgos de pronosti-
co desfavorable; entonces, estas pacientes casi
seguramente hacen terapia adyuvante.

Pero existe practicamente la mitad de las pa-
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Tabla |

FRECUENCIA DE TERAPIA ADYUVANTE EN CANCER DE MAMA CON GANGLIOS NEGATIVOS
DE ACUERDO A DIVERSOS CRITERIOS

Terapia adyuvante

Variable Improbable * Posible Probable
Porcentaje de pacientes 25 50 25
Pacientes por afo 30.500 61.000 30.500
Tamaino tumoral (cm) <1 1-3 >3
Porcentaje de recurrencia eventual 1-10 ~30 >50
Pacientes con terapia adyuvante Pocas Desconocido Mayoria o todas

*

tipicamente medular.

La terapia tampoco es probable si el tumor es carcinoma ductal in situ, tubular puro, papilar o

Tabla Il

SOBREVIDA LIBRE DE ENFERMEDAD ACTUARIAL A 5 ANOS SEGUN EL TAMANO TUMORAL
PARA PACIENTES CON GANGLIOS NEGATIVOS

Sobrevida libre de enfermedad a 5 afios

Tamaio tumoral (cm) n (% + desviaciéon estandar)
1-2 2.014 791
2-3 1.162 77 £1
3-4 536 72+2
4-5 276 74+ 3
5-6 134 72+5
> 6 144 57+5

Valores de la base de datos de San Antonio; mediana de seguimiento 3,8 afos.

cientes que estan en un nivel intermedio entre
las dos, y es en este tipo de pacientes donde uno
tiene que ver cudl es la utilidad de los distintos
factores de pronéstico. El tamano tumoral sigue
siendo un factor de prondéstico fundamental (Ta-
bla ). Por suerte nuestros antiguos maestros ha-
cian las cosas muy bien y tenian muy buen ojo
para elegir factores de pronostico y esto se suma
a la decantacién del tiempo; pero nosotros ve-
mos que el tamano tumoral sigue siendo un fac-
tor de pronéstico muy importante. Los tumores
pequeios tienen una sobrevida libre de enfer-
medad a 5 anos del 80%. Esto va disminuyen-
do progresivamente, y los tumores de mas de
6 cm tienen una sobrevida libre de enfermedad

a 5 anos del 57%; entonces, el tamano tumoral
sigue siendo un factor de pronéstico avalado por
muchisimas series.

El otro factor de prondéstico importante, que
todos conocemos y que todos usamos, es la po-
sibilidad de los ganglios linfaticos axilares. En la
Figura 1 se ve con toda claridad que las pacien-
tes sin ganglios linfaticos positivos, tienen una
sobrevida libre de enfermedad a 10 anos de al-
rededor del 70%, y esto va disminuyendo pro-
gresivamente; y las pacientes que tienen de 4 a
10 ganglios tienen solamente un 40% de pro-
babilidad de sobrevida libre de enfermedad a
10 anos. El nimero de ganglios linfaticos sigue

REVISTA ARGENTINA DE MASTOLOGIA



225

TTT—~——__ 0 (n=5403)

1 "
0.8+
1]
®
o 0.6 —
3 T 13 (n=2348)
£ 0.4 \
.g 4-10 (n = 1404)
o
0.2 ' T e m20mes)
>20 (n = 251)
c Ll T 1 T
0 1 2 3 4 5 6 r 4 8 9 10
Tiempo (afios)

Figura 1. Probabilidad de sobrevida libre de enfermedad (SLE) segin el nime-
ro de ganglios linfaticos axilares positivos. Informacién de la base de datos de
San Antonio; mediana de seguimiento 51 meses.

siendo un factor de pronéstico muy importante.
Vamos a ver después que esto esta avalado por
procedimientos mucho mas complejos.

;Cuales son los puntos claves del pronéstico
tumoral? Yo traté de nombrar los elementos que
uno deberia tener en cuenta cuando se enfren-
ta a un caso en particular; o en la rutina diaria
qué es lo que va a pedir y qué es lo que no va a
pedir. Todos sabemos que en este momento es
bueno, y ademas nos exigen, afilar el [apiz en
todo lo que uno hace. Entonces, creo que es im-
portante pensar cudles son los puntos clave en
los que hay que centrarse. Un punto clave con-
firmado es la capacidad replicadora y de repa-
racion de la célula tumoral. Eso es una cosa que
ayuda mucho a conocer cuél va a ser el pronos-
tico de esa paciente. El otro punto clave que hay
que mirar (y estas son técnicas que vamos vien-
do mas adelante), es cudl es el nivel de diferen-
ciacion tumoral. Eso ya lo hacen todos los pato-
logos y nos dan una clasificacion bastante preci-
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sa del nivel de diferenciacion. Eso es muy impor-
tante porque todos sabemos que en cualquier
tumor, a mayor diferenciacién menor agresivi-
dad. Entonces, saber el nivel de diferenciacion
de un tumor, da un nivel de pronéstico muy im-
portante. Los otros puntos son importantes, pero
todavia sabemos menos y no podemos incorpo-
rarlos alin a la practica diaria, aunque sabemos
que son importantes; pero faltan todavia estudios
definitivos al respecto. Esos dos puntos son la
capacidad de invasién de las células tumorales
y la capacidad de dar metastasis. Estos son los
cuatro ejes que deberiamos tener presentes pa-
ra evaluar qué vamos a hacer con una pacien-
te recientemente diagnosticada con cancer de
mama.

Ahora vamos a referirnos al nivel de prolife-
racion (Figura 2). Ustedes saben que las células
normales o tumorales pueden estar en dos nive-
les diferentes. Pueden estar ciclando, o sea, re-
corriendo el ciclo celular, y el ciclo celular tiene
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cuatro fases muy definidas. En la fase GO, estan
las células que no estan ciclando, que en algu-
nos tumores pueden ser el 10% y en otros tu-
mores pueden ser el 90%. Por supuesto, cuan-
do mas células tengamos no ciclando, mas dife-
renciado va a ser ese tumor, mas lento va a cre-
cer, mejor va a ser el prondstico. Pero cuando
una célula cicla (todos los tumores tienen células
que ciclan; si no, no crecerian), esta célula pue-
de atravesar cuatro etapas bien definidas, que
se llaman G1 (la G viene de la palabra inglesa
gap que quiere decir intervalo) porque eso pasa
antes de que comience la sintesis de ADN. La
sintesis de ADN por la cual la célula duplica su
contenido en ADN se produce exclusivamente
en la fase S. Cuando termina la sintesis de ADN,
cuando la célula ha replicado sus cromosomas,
viene la fase G2, que es una fase relativamente
poco estudiada. Después en la fase M, es la mi-
tosis, se separan las crométides sintetizadas, se
forman dos células hijas y el proceso sigue ade-
lante.

Se intuye desde hace mucho que medir el
nivel de proliferacion es importante y hubo va-
rias técnicas que se utilizaron, alguna de ellas
muy engorrosas. Yo recuerdo que en una época
usdbamos la marcacién con timidina tritiada para
medir el nivel de replicacion; la timidina tritia-
da es un precursor del ADN que se incorpora
en la fase S, pero este método tenia el inconve-
niente de que era bastante complicado, habia
que trabajar con el tumor in vivo. A los patélo-
gos no les gustaba desprenderse, con toda razoén,
de una parte importante del tumor primario; ade-
mas, la timidina se agregaba desde afuera; en fin,
era técnicamente complicado. Habia que hacer
un proceso de autorradiografia después; llevaba
unos 15 dias para revelar, era una complicacion.

Con la llegada de los anticuerpos monoclo-
nales se resolvio bastante este problema y en es-
te momento lo mas sensato es usar anticuerpos
que detectan proteinas especificas de las células
que estan ciclando. Uno de los mas utilizados
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Figura 3. Linfoma inmunobldstico humano de al-
to grado a células B. Tincién inmunohistoquimica
para antigeno Ki67 usando NCL-Ki67-MN1. Nétese
intenso tenido nuclear en células B en prolifera-
cién. Seccidon de parafina.

en este momento es un anticuerpo que se llama
Ki67. Es un anticuerpo que reconoce proteinas
que sélo se producen cuando la célula cicla. Es
una forma mucho mas simple de que el patologo
mire en un tumor determinado cuéntas células
estan ciclando. Cuantas mas células ciclan, mas
indiferenciado el tumor, peor el pronéstico.

La Figura 3 muestra el aspecto de la marca-

cion de Ki67. Como en la mayor parte de las re-
acciones que usan anticuerpos el resultado po-
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Figura 4. Curvas de sobrevida de 674 pacientes ganglios negativos de las cuales
el 23,1 recibié hormonoterapia y/o quimioterapia.

sitivo se detecta por un color marrén en las cé-
lulas positivas. En este tumor la gran mayoria de
los nucleos son marrones, hay muy pocos nu-
cleos azules; o sea, hay células que no estan ci-
clando y otras que lo estan haciendo. Es un for-
ma rapida y conveniente de ver cudl es la tasa de
replicacion del tumor.

En series que se publicaron sobre casi 700
pacientes, donde se estudio la sobrevida libre de
enfermedad a 5 anos (Figura 4), se ve que las pa-
cientes con un porcentaje menor de Ki67 tienen
un pronostico mas favorable que las pacientes
con un alto nivel de Ki67; o sea, con una alta ta-
sa de replicacion.

Como detalle curioso y para enfatizar donde
esta el control de la célula, van a ver que de los
cuatro marcadores de los que vamos a hablar
mas en detalle, tres de ellos estan localizados en
el nucleo de la célula.

El otro factor de pronéstico que se ha utiliza-
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do durante mucho tiempo, aunque en realidad
tiene mas valor de prediccién que de prondsti-
co, es la presencia en el cancer de mama de re-
ceptores de estrogeno y de progesterona. Este es
un tema que se viene tratando desde la década
del 70. Era una técnica basicamente bioquimica,
porque todos o la mayoria de ustedes debe acor-
darse cuando se determinaban los receptores de
estrogenos por la técnica bioquimica, o sea, po-
niendo estradiol tritiado y mirando cuéanto recep-
tor habia; para eso habia que hacer un machaca-
do del tumor, transportarlo con hielo seco, era
todo un proceso bastante complejo. Pero ya se
sabia entonces y se ha confirmado ahora, que la
presencia sobre todo de receptores de estrégeno
tiene un valor de prediccion y de pronéstico im-
portante; y esto usando las técnicas mas moder-
nas que vamos a ver luego.

;Por qué tienen un valor tan importante?, y
qué es lo que hoy se sabe sobre el rol de los re-
ceptores de estrogeno, que dicho sea de paso, se
conoce bastante mas que de los receptores de
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Figura 5. Sobrevida libre de enfermedad (SLE) segln el estado del receptor de estrégeno (ER) (A) y
de progesterona (PR) (B). Informaciéon de la base de datos de San Antonio; mediana de seguimiento
62 meses. Los riesgos relativos de recurrencia fueron los siguientes (el 95% del intervalo de confian-
za esté entre paréntesis): para ER negativo 1,31 (1,12 a 1,53), p=0,0008; para PR negativo 1,17 (1,00

a1,37) p=0,04.

progesterona. Intervienen muy activamente en la
regulacion del ciclo celular, aumentando la pro-
liferacion, disminuyendo la apoptosis e intervi-
niendo en la organizacion del citoesqueleto de
la célula y en la transduccién de senales. Pero
basicamente quedémonos con el primer item,
aumenta la proliferacion y baja el nivel de apop-
tosis de la célula tumoral; esto es, permite que
las células sigan vivas y no entren hacia el cami-
no de la apoptosis que las lleva a la muerte ce-
lular.

Como dijimos anteriormente, la presencia de
receptores de estrégeno en el cancer de mama
predice una sobrevida libre de enfermedad me-
jorada, aunque no a niveles muy importantes,
pero es un factor de pronéstico en ese sentido y
sobre todo es un factor de predicciéon fundamen-

tal para determinar la respuesta a la terapia en-
docrina, de la cual el tamoxifeno es la mas utili-
zada.

Cuando miramos cual es el valor de pronés-
tico de los receptores de estrégeno, vemos lo
que dijimos anteriormente, no es demasiado im-
portante; es significativo pero no es muy impor-
tante. Si tomamos la sobrevida libre de enferme-
dad (esto esta tomado de la base de datos de San
Antonio, Tejas, que tiene una base muy impor-
tante de datos sobre cancer de mama) ustedes
pueden ver que las pacientes receptor positivo
se comportan mejor que las pacientes que son
negativas para receptores de estrogeno (Figu-
ra 5). La diferencia es lo que le da el valor de
prondstico a esto, es importante pero no es muy
grande. Lo mismo, pero a menor escala, para

REVISTA ARGENTINA DE MASTOLOGIA
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Tabla Il

REDUCCION RELATIVA EN RECURRENCIA Y MORTALIDAD
ASOCIADAS CON TERAPIA ADYUVANTE CON TAMOXIFENO (CUALQUIER DURACION)
SEGUN EL ESTADO DE LOS ER Y PR

n Reduccion de recurrencia (%) Reduccion de mortalidad (%)
ER+/ PR+ 7.000 37 (£ 6) 16 (+8)
ER +/ PR- 2.000 32 (£12) 18 (£14)
ER-/ PR + 602 23 (+24) 9 (+28)
ER-/ PR- 2.000 1(£14) 1(x£14)

ER, receptor de estrogeno. PR, receptor de progesterona.
Los valores entre paréntesis corresponden al 95% de los intervalos de confianza.

Tabla IV

DATOS ACUMULADOS SOBRE RESPUESTA A TERAPIA ENDOCRINA
SEGUN EL ESTADO DEL RECEPTOR DE ESTROGENO

Tratamiento

Receptor de estrégeno
(respondedores/total) - positivo

Receptor de estrégeno
(respondedores/total) - negativo

Ablativo 59/107 (55%) 8/94 (8%)
Adrenalectomia 32/66 4/33
Ooforectomia 25/33 4/53
Hipofisectomia 2/8 0/8

Aditivo 51/85 (60%) 7/82 (8%)
Andrégenos 12/26 2/24
Estrégenos 37/57 5/568
Glucocorticoides 2/2 —

Antiestrégenos 8/20 (40%) 5/27 (18%)

6seas liticas.

Nota: Respuesta definida como una reduccion del 50% en el tamafio o la curacion de lesiones

con los receptores positivos o negativos de pro-
gesterona, tiene un valor de pronéstico que est3,
pero no es muy importante.

En la Tabla Ill se puede ver cual es la influen-
cia de estos factores en la reduccion, tanto en la
tasa de recurrencia como en la mortalidad. En-
tonces se puede ver que las pacientes que son
positivas, cuyo tumor es positivo para ambos re-
ceptores, tienen una reduccién muy importante
en la recurrencia y en la mortalidad (aunque me-
nos). Las pacientes que son positivas para recep-
tor de estrébgeno y negativas para receptor de

Volumen 22 Nimero 76 ® Septiembre 2003

progesterona, tienen una importante reduccion
(aunque menor), no hay diferencia en la mortali-
dad. Las pacientes que son positivas (pocas) para
receptor de progesterona, bajan ambos indices.
Las pacientes que son negativas, realmente son
las que tienen el peor pronéstico.

El valor de prediccion de la presencia de re-
ceptor de estrégeno, es sabido. Estos son datos
muy antiguos, que se mantienen hoy, de McGui-
re y col. (Tabla IV). Aca se puede ver que las pa-
cientes que son positivas para receptores de es-
trégeno, responden entre un 50% y un 60%; y
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Tabla V

RELACION ENTRE EL NIVEL DE RECEPTORES DE ESTROGENO Y DE PROGESTERONA Y EL
BENEFICIO CLINICO DE LA TERAPIA HORMONAL EN ENFERMEDAD AVANZADA

Nivel de receptor de estrégeno
por ensayo de unién al ligando

Porcentaje de respuesta

(fmol/mg) (%)
<3,0 22 5
3,0-10,0 76 18
10,1-30,0 219 37
30,1-300,0 63 78
>300,0 35 77
TOTAL 415

Nivel de receptor de

Porcentaje de Tiempo hasta el fracaso

progesterona por analisis respuesta del tratamiento
inmunohistoquimico n (%) (meses)
Negativo 69 46 5
Intermedio 78 55 7
Alto 57 70 10
TOTAL 204

las pacientes que son negativas para receptores
de estrégeno, tienen una tasa de respuesta del
8% al 10% a diferentes procedimientos que tien-
den a disminuir la cantidad de estrégenos circu-
lantes.

También existe una influencia (esto medi-
do en un principio por la técnica antigua de la
union del ligando al receptor de estrogeno, y
confirmado en series mas recientes en las que se
mide receptor de estrogeno por inmunohistoqui-
mica), importante entre el contenido de recepto-
res de estrogeno y la tasa de respuesta a las ma-
nipulaciones hormonales. En la Tabla V ustedes
pueden ver que cuando no hay receptores de
estrégeno hay un 5% de respuesta; cuando hay
mas de 300 fmol/mg de proteina (esta es la vieja
nomenclatura) hay practicamente un 80% de res-
puesta; o sea, hay una relacion muy directa entre
la cantidad de receptores y la tasa de respuesta a
manipulaciones endocrinas. Con los receptores
de progesterona, ustedes pueden ver que la di-
ferencia es mas difusa. Cuando es negativa para

receptores de progesterona, hay todavia un 46%
de respuesta; si es alto para receptores, hay un
70% de respuesta. Pero lo que marca el paso
aca, es la presencia o no de receptores de estro-
geno.

El receptor de estrogeno cuando se lo mide
con anticuerpos monoclonales, es una protei-
na de ubicacién nuclear. Aca (Figura 6) ya tene-
mos el segundo caso de una proteina que esta
ubicada en el ndcleo donde ejerce su funcién fi-
siologica. ;Cual es esta funcién; cual es el meca-
nismo?, que esta en plena revisién ahora de los
receptores de estrogeno. Se sabe que en su vi-
sibn mas clasica (vamos a ver que hay algunas
pequenas variantes en este concepto clasico, lo
que no le saca validez), el estradiol difunde por
la membrana celular sin necesidad de un trans-
portador y se une al receptor de estrogeno que
esta en cantidades muy pequenas en el citoplas-
ma. Cuando se produce la unién de este recep-
tor de estrogeno con el estradiol, hay un proceso
de translocacion, o sea, esta proteina que esta en
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Figura 6. Carcinoma de mama teiido con anticuer-
po receptor de estrégeno, cédigo M707.

el citosol pasa por los poros del ntcleo hacia el
interior del nucleo. En el interior del nutcleo este
receptor de estrogeno forma homodimeros (o
sea, se unen dos moléculas idénticas de receptor
de estrégeno) y van a unirse a un sitio en deter-
minados genes que se llaman ERE (estrogen re-
sponsive element). Son zonas del ADN que re-
conocen a este homodimero receptor de estro-
geno-estradiol. Cuando se produce este recono-
cimiento con los ERE se van acumulando protei-
nas (en estos ERE) que lo que van a hacer es des-
encadenar la transcripcion, o sea, la lectura de
un nimero de genes que estan a continuacion
de estos ERE. Entonces se van a producir las pro-
tefnas tipicas que desencadenan la accion del es-
trogeno y que dependen de la presencia de los
receptores de estrégeno.

Como todos ustedes saben el estradiol puede

sintetizarse en el ovario basicamente, y efectta
su union a albuminas o a proteinas transportado-
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ras; después hay un porcentaje de este estradiol
unido que se disocia, y esta es la forma de estra-
diol que va a penetrar en la célula y unirse al re-
ceptor de estrogeno. Parte de este estradiol es
unido a determinados acidos grasos y es trans-
portado como una union estradiol-lipido que se
tiende a acumular en el tejido adiposo, donde
también sufre un proceso de liberacion lenta. Es-
te estradiol libre es el que penetra en la célula
para unirse al receptor de estrogeno.

Dos palabras solamente sobre dos conceptos
nuevos (en los que no me voy a explayar mu-
cho) simplemente para que los tengan en cuenta.
Hay una forma clasica de activacién del receptor
de estrogeno donde depende de la unién del es-
tradiol, como vimos anteriormente. Pero existen
otras formas de activacién que son menos fre-
cuentes, y todavia no se sabe qué importancia
tienen. No creo que sean demasiados importan-
tes, pero pueden explicar algunos casos puntua-
les. Esto es la activacion del receptor de estroge-
no por factores de crecimiento independientes
del estradiol. Estos factores de crecimiento pue-
den activar proteinas que estan ubicadas en la
membrana celular; estas proteinas, a su vez, por
una cadena de fosforilacion y desfosforilacion
pueden llegar a activar al receptor de estrége-
no que entonces pasa al nucleo y se une al ERE,
aunque no tenga el estradiol unido.

Finalmente, se ha encontrado recientemen-
te que hay algunas moléculas de receptor de es-
trogeno en la membrana de la célula mirando
hacia el exterior; unas estructuras que se llaman
cavéolas, que son como unos pequenos pozue-
los que hay en la superficie de la membrana. Es-
te receptor de estrégeno se puede unir al estra-
diol directamente en la membrana plasmatica y
después desencadenar su efecto a través de una
cascada de transduccién de senales sin tener que
Ilegar hasta el nucleo de la célula, como en la
via clasica. Pero digamos que esto equivale al
mecanismo de accion mas importante, por lo
que sabemos hoy.
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Como dijimos antes, el receptor de estroge-
no actda regulando el nivel de transcripcioén, o
sea, de lectura de los genes que son respondedo-
res al estradiol. En este momento, tal vez en los
altimos 5 6 6 anos, uno de los elementos mas
importantes que ha surgido es que se ha encon-
trado que existen dos tipos de receptores de es-
trogeno, que se llaman o y B; con el que noso-
tros siempre trabajabamos era con el o. El a es
el mas importante, el que tiene la accion en fa-
vor de la proliferacion en la célula tumoral y es
una molécula ligeramente méas grande, tiene 595
aminoacidos, mientras que el receptor de estro-
geno B es una molécula un poco mas pequena,
sobre todo en el extremo amino-terminal que es
una de las dos puntas de la molécula. Se sinte-
tiza en un cromosoma distinto, o sea, son dos
proteinas que estan producidas por genes distin-
tos y tienen distribuciones diferentes en distintos
tejidos, tienen diferentes afinidades por los ligan-
dos y se activan en general en forma distinta.

Mencionamos que los receptores de estroge-
no cuando eran activados por el estradiol influ-
yen no sélo en la tasa de proliferacion de las cé-
lulas tumorales, sino también en su arquitectu-
ra. Esto se puede ver en una linea celular que se
usa mucho en el laboratorio, que se llama MCF7
(viene de Michigan Cancer Foundation, que fue
donde se la aisl6). Cuando se crece en ausencia
de estradiol, estas células toman un aspecto pla-
no, con pocas microvellosidades en la superfi-
cie; son células que crecen muy lentamente. En
cambio, cuando se les agrega estradiol estas cé-
lulas cambian su morfologia, se ponen mas re-
dondeadas y hay numerosas microvellosidades
en la superficie; es una célula que esta creciendo
rapidamente. Los estrégenos actéian no solamen-
te aumentando la tasa de replicacion, sino tam-
bién modificando la arquitectura celular. No sa-
bemos todavia qué importancia puede tener esto
en los procesos de invasion y de metastasis.

En este momento cual es el concepto, que
las interacciones estradiol-receptor de estrégeno

tienen varios compartimentos. Por una parte es-
tan los ligandos, que pueden ser naturales, sinté-
ticos o suministrados por el medio ambiente, co-
mo los fitoestrogenos. Existen los receptores hor-
monales que tienen diversos subtipos, diversas
isoformas y diversas variantes de splicing (esto lo
van a encontrar en algunos trabajos), esto lo que
quiere decir simplemente o complejamente, pe-
ro vamos a hacerlo simple, es que a partir de un
mismo gen pueden sintetizarse proteinas distin-
tas. Eso es lo que pasa, por ejemplo, con el gen
que codifica para receptor de progesterona. Hay
dos formas de receptor de progesterona, Ay B,y
las dos son producidas por el mismo gen, por un
fenémeno que se llama splicing. En cambio, los
receptores de progesterona & y 3, son produci-
dos por dos cromosomas distintos, por dos genes
diferentes.

Después estan los efectores, y estos son ya
elementos que estan ubicados en el ntcleo y en
los ERE, en la zona de los genes que pueden ac-
tivarse por el estradiol y que forman un conjunto
de proteinas que se fijan en esa parte inicial del
gen, que es lo que va a posibilitar la lectura de
ese gen. Por Gltimo, esta el efecto final que es la
lectura de ese gen vy la sintesis de proteinas es-
pecificas. Sobre todos estos factores, hoy en dia
se esta trabajando mucho y se esta aprendiendo
bastante.

;Cual es la funcién aceptada en este momen-
to para el receptor de estrogeno [3? Se piensa que
tira para abajo la accién del a; o sea, que es un
antimitogénico, que si bien puede tener alguna
superposicion en algunos tejidos, activa genes
diferentes, pero en general pareceria que su al-
ta expresion tiende a disminuir la capacidad de
proliferacion de los tejidos.

En este momento toda la complejidad que
se esta encontrando sobre la accion del receptor
de estrégeno de los agonistas y de los antagonis-
tas, ha llevado a la definicion de los SERM. To-
dos ustedes saben que los SERM son las siglas de
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"selected estrogen receptor modulator", y es un
conjunto de moléculas de las cuales las mas co-
nocidas son el tamoxifeno y el raloxifeno, que
acttian en forma diferente sobre diferentes genes
que responden al estradiol, de acuerdo a los te-
jidos en que se encuentran. Asi por ejemplo, se
sabe, para simplificar, que el tamoxifeno tiene
una accién antagonista sobre la mama, pero tie-
ne una accion agonista sobre el Gtero. Entonces,
de acuerdo al tejido, una misma molécula puede
ejercer funciones diferentes.

Esto ha llevado a un comentario muy inte-

resante de Katzenellenbogen (Figura 7), es una
mujer que ha trabajado mucho en receptores de
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estrogeno, y todo obedece al mismo concepto.
Lo que se piensa hoy en dia es que tanto el es-
tradiol, el tamoxifeno (ésta es la estructura de la
molécula), como el raloxifeno, se unen a la mis-
ma molécula, al homodimero del receptor de es-
trogeno, y esto es de acuerdo a los tejidos de
que se trate y de acuerdo a la cantidad de molé-
culas que intervengan en los ERE (estrogen res-
ponsive element). Todo este conjunto va a deter-
minar que una misma molécula pueda actuar en
forma inhibitoria o estimuladora, de acuerdo al
tejido de que estemos hablando.

El receptor de progesterona vimos que tiene
un valor de prondstico menos importante que el
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receptor de estrégeno y también un valor de pre-
diccion para la respuesta a la terapia hormonal
que es menor.

Los progestagenos y antiprogestagenos, uste-
des los conocen perfectamente bien. La Figura 8
muestra la estructura del receptor de progestero-
na; hay dos moléculas mas importantes: la for-
ma B y la forma A. Nuevamente, las moléculas
son distintas por tamano, pero (como dijimos an-
tes) a diferencia del receptor de estrogeno, éstas
se producen en el mismo gen; entonces, estas
moléculas son distintas por el fenémeno famo-
so de splicing, del que hablamos antes. Se unen
en forma diferente los distintos fragmentos del
gen; en un caso dan un molécula mas larga (el
receptor B), y en otro caso dan una molécula
mas corta (el receptor A); tienen actividades di-
ferentes. Se piensa, aca también, que general-
mente el receptor B estd en cantidades mayores
que el receptor de progesterona A, y que a dife-
rencia de lo que pasaba con el receptor de es-
trogeno B con respecto al , el receptor A podria
actuar como represor del receptor B y de la se-
falizacion por receptores de estrogeno. Ambos
receptores pueden encontrarse en niveles dife-
rentes en cancer de mama, aunque todavia no se
sabe bien cual es la funcién y a los fines practi-
cos no hay datos firmes para incorporarlo en la
rutina en la practica diaria.

La biologia de los estrégenos y de los pro-
gestagenos estd determinada por: la estructura
del ligando, como dijimos antes; por el subtipo
de los receptores de estrégeno o o B; de los re-
ceptores de progesterona A o B; por la presencia
de los ERE, de las zonas que distinguen que un
determinado gen responda o no a una de estas
combinaciones; y finalmente, por un balance de
coactivadores y correpresores que todavia cono-
cemos bastante mal, pero que pueden determi-
nar, por ejemplo, que una paciente que es sensi-
ble al principio al tamoxifeno (lo que quiere de-
cir que el tamoxifeno est4 actuando como un an-
tagonista), se vuelva de golpe resistente al tamo-
xifeno (lo que quiere decir que la misma mo-
lécula pas6 a actuar como agonista y no como
antagonista). Hay una cantidad muy compleja
de factores que todavia no conocemos del todo.
Hay que tener en cuenta que muchos de estos
datos son de los ultimos pocos anos; entonces,
todavia hay que procesarlos bastante.

Como conclusiones, los estrégenos y los pro-
gestagenos actiian a través de los receptores de
estrogeno que tienen dos formas y de los de pro-
gesterona que también tienen dos formas. Los
ligandos pueden ser agonistas o antagonistas y
esto en una misma molécula, eso es lo que los
define como SERM; y finalmente que diferentes
ligandos pueden inducir diferentes conformacio-
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Tabla VI
CORRELACION DE LA FRACCION DE FASE S CON OTROS FACTORES DE PRONOSTICO
Tumores diploides e intermedios Tumores aneuploides
Mediana de fracciéon Mediana de fraccion
n de fase S n de fase S
Receptores esteroides
ER+/ PR+ 37.173 3.1 23.289 6,5
ER+/ PR— 14.107 3,7 12.492 11,4
ER—/ PR+ 1.712 3,9 1.756 13,0
ER—/ PR— 6.175 5,1 9.560 15,3
Ganglios positivos
0 6.611 3,2 4.686 10,0
1-3 2.043 3,8 1.898 10,7
4-10 927 4,0 1.076 10,8
>10 475 4,4 583 11,6
Tamaio del tumor (cm)
<1 1.734 3.1 827 8,1
1-2 4.448 3,2 3.159 9,7
2-5 3.640 3,8 3.990 11,2
>5 531 3,9 614 12,2
Edad (afios)
<35 280 4,9 305 14,4
35-65 5.864 3,6 5.260 11,4
> 65 5.248 3,2 3.631 8,8
ER, receptor de estréogeno. PR, receptor de progesterona.

nes de los receptores y cambiar el resultado final
de la estimulacion o de la inhibicién.

Hasta ahora vimos dos factores de pronésti-
co importantes que son el indice de proliferacién
y la presencia de receptores de estrogeno en ma-
ma. La Tabla VI me parecié que es importante,
porque muestra como el nivel de diferenciacion
es el que realmente importa para determinar el
nivel de proliferacién. Si ustedes miran los ex-
tremos de la tabla van a ver que en los tumores
que son positivos para ambos receptores, el indi-
ce de proliferacion mediano es de 6,5% (que es
mas o0 menos bajo); o sea, que cada 100 células
hay 6 que estan ciclando. En los tumores que
son positivos para ER pero negativos para PR, ya
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hay un salto, pasa de 6,5% a 11,0% (casi el do-
ble). En los que son negativos para ER ya se dis-
para y pasa a un 13% o a un 15% los que son
negativos para ambos receptores. Es decir, que
los tumores mas diferenciados y con menor tasa
de replicacion, son los ER+, PR+; y en el otro
extremo estan los ER—, PR—. Quiere decir que
ambos factores estan intimamente ligados, por-
que estamos viendo como las dos puntas de una
piramide, digamos. Cuando vemos la parte in-
diferenciada, la vemos por un mayor indice de
proliferacion y por una ausencia de receptores
hormonales. Fijense ustedes que cuando mira-
mos otros parametros como los ganglios posi-
tivos, el tamafno tumoral o la edad de la pacien-
te, los cambios en la tasa de proliferacion son
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mucho menores. Esto es logico, porque un tu-
mor no va a proliferar mas o menos porque ten-
ga mas o menos ganglios, por el tamafno tumoral
(que probablemente es un problema de tiempo
de evolucién del tumor), o por la edad de la pa-
ciente. El verdadero factor que determina la di-
ferenciacion o indiferenciacioén, hasta hoy, de los
tumores mamarios (el mas importante) son los
receptores hormonales.

Ahora vamos a pasar a otro de los factores de
prondstico; pero este es un factor que no esta to-
davia muy bien asentado en la practica diaria.
Yo creo que la informacion es todavia bastante
confusa a pesar de la importancia de esta molé-
cula. Estoy hablando de la molécula p53. En la
célula tumoral, como en todas las células (pero
en la tumoral hay alteraciones de esto), hay co-
mo en un automovil, un sistema de aceleradores
y de frenos. Los aceleradores en las células son
unos genes que se llaman oncogenes, y los fre-
nos son genes que se llaman genes supresores.
Entonces, una célula normal puede transformar-
se en una célula tumoral, o porque esta con el
acelerador muy a fondo (eso quiere decir que
tiene una activacion de los oncogenes), o porque
se quedd sin liquido de frenos (eso quiere decir
que los genes supresores no andan); esas son las
dos grandes causas genéticas por la que una cé-
lula normal se transforma en tumoral. En los tu-
mores liquidos (en las leucemias, en los linfo-
mas) lo mas importante son los oncogenes. Las
alteraciones de los oncogenes son las que deter-
minan la transformacién neoplasica de una cé-
lula. En los tumores sé6lidos (como el cancer de
mama) la alteracién mas importante proviene de
pérdidas en el liquido de freno; o sea, hay genes
supresores que no funcionan mas. De los genes
supresores, uno de los mas importantes (el que
esta mas comidnmente alterado en practicamente
el 50% de los tumores) es la proteina p53.

;Esto por qué pasa? Porque esta proteina p53
sufre muchas mutaciones. ;Y cudl es la funcién
de esta proteina p53?, que se la llama en térmi-

nos de seguridad policia del genoma. Porque es
una proteina que por mecanismos que todavia
no se conocen bien, detecta rapidamente altera-
ciones en el ADN que se ha sintetizado. Si ese
ADN esta bien la p53 levanta la barrera, y la cé-
lula pasa por todas las fases del ciclo, llega a la
mitosis y hay dos células hijas. Si esa proteina
p53 esta bien y hay una falla en la sintesis del
ADN, es decir hay una equivocacion en la re-
plicacién, hay un gen que se replico mal; enton-
ces, esa p53 puede detectar esa falla en el ADN
y entonces para inmediatamente toda la sintesis
del ADN, vy le dice a la célula "hay que elegir, o
arreglas el ADN o te vas a la apoptosis", que es
decir a la muerte. Esto es lo que hace esta protei-
na p53. Cuando hay un dano en el ADN, la p53
normal va a la reparacién (que la célula tiene
mecanismos muy abundantes para arreglar el
ADN que esta danado); y si no lo puede arreglar
porque es un daino muy grande, manda la célu-
la a la apoptosis, o sea, a la muerte. Esta p53 es
una proteina muy critica y como toda proteina
critica esta presente en cantidades muy peque-
fas en la célula. Cuando uno usa anticuerpos
monoclonales para verla, no la ve porque es una
proteina que esta sintetizandose y degradandose
muy rapidamente todo el tiempo. Pero cuando
hay una mutacion en esta proteina p53 (o sea,
cuando hay una mutacion que es la que produce
que esta proteina p53 esté mal) esta proteina em-
pieza a acumularse en la célula. Se acumula pe-
ro no funciona, es como una acumulacion intil,
pero nos permite detectarla con anticuerpos. Ya
es el tercer factor de prondéstico que esta locali-
zado en el nucleo, que por algo es la llave de
todo el devenir de la célula. Esta proteina p53
puede alterarse sobre todo por mutaciones que
ocurren en su parte central. No nos vamos a de-
tener en esto (a veces es importante en los tumo-
res hereditarios determinar dénde esta la muta-
cion) porque es un tema que no le hace al cua-
dro grueso de esta charla.

La Figura 9 muestra el ciclo celular observa-
do por citometria de flujo; es una técnica que se
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Figura 9. Analisis del contenido de ADN con un citémetro de flujo.

usa muchisimo para tumores liquidos porque es
muy facil, porque no es una puncion de médula
o le saca sangre a un paciente y ya las células
estan sueltas. Es mucho mas dificil en los tumo-
res solidos porque hay que disgregarlos, hay que
separar los ntcleos; no se usa en la practica. Pe-
ro no importa, yo lo traje para ver lo que hace la
p53. Cuando ustedes pasan células por un cito-
metro de flujo y le dicen que le mida la canti-
dad de ADN a cada célula que pasa por un capi-
lar, esto es lo que se ve. Se ve un pico alto y des-
pués unos pequenos picos mas grandes (de mas
ADN), pero de menos altura. Cuando uno anali-
za mas en detalle (que no vamos a ver ahora), se
ven las células que no estan ciclando y las célu-
las que estan ciclando. Hay células que estan en
fase de sintesis ADN y hay células que estan en
G2 o que estan en la mitosis. Después de la mi-
tosis todas vuelven a engrosar el pico principal,
que son 46 cromosomas en cada célula.

Cuando nosotros irradiamos una célula nor-
mal (o sea, hacemos un dano en el ADN por ra-
yos), ;qué es lo que pasa? Cuando una célula no
estd irradiada, una célula normal, tiene un es-
guema como el que vimos recién, células diploi-
des, células que tienen el doble contenido de
ADN, y éstas son las células que estan en fase S.
Cuando se irradia una célula normal la cantidad
de células en fase S baja practicamente a cero; o
sea, que la p53 dijo "alto, acd nadie se divide
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mas hasta que yo lo digo", hasta que arregle el
dano o hasta que vaya a la apoptosis. En cambio,
cuando hay una célula mutante para p53, cuan-
do no se irradia el aspecto es igual, pero cuando
se irradia hay una cantidad de células que siguen
replicandose; y esa replicacion la lleva a acumu-
lar mutaciones (Figura 10).

En las mutaciones en la p53, ;por qué la p53
no ha entrado de lleno en la practica clinicay no
se le ha encontrado ningun factor de prondstico
ni de prediccién muy importante? Yo creo que
la respuesta es que no sabemos en el curso de la
evolucion de una paciente que va a tratarse, si
las mutaciones en la p53 son buenas o son ma-
las. Hay dos ejemplos que yo les puse para ex-
plicarme. Las mutaciones podrian ser favorables
porque impiden la reparacion del dano cuando
hacemos un dano. Cuando irradiamos estamos
haciendo un dano en las células tumorales, es-
tamos haciendo cortes en el ADN y no quere-
mos que se arregle eso; queremos que la célula
tumoral muera. Es un ejemplo de que podria ser
bueno que la p53 esté mutada. Por otra parte,
spor qué podria ser malo que esté mutada? Por-
que si no eliminamos a las células tumorales con
drogas, con tamoxifeno o con rayos, las mutacio-
nes en la p53 van a permitir la permanencia y la
agravacion de las mutaciones que van a hacer
mas indiferenciado a ese tumor. Son como dos
factores que nadie sabe todavia cudl es el que
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Figura 10. La interrupcién de G1 y G2 en células con ADN dafado depende del supresor tumoral p53.

predomina.

Finalmente, no puedo dejar de mencionarles
mutaciones en un oncogén que tiene un valor
de prediccién muy importante, y es el oncogén
HER-2/neu; éste es un acelerador (ahora vamos
del freno al acelerador). El oncogén HER-2/neu
en la proteina normal es un receptor que esta
ubicado en la membrana de células epiteliales.
Se encuentra en un 30% de los tumores de ma-
ma; se encuentra que esta proteina normal, es-
te receptor (no se sabe de qué es, no se conoce
cual es el ligando) puede sufrir ciertas mutacio-
nes que determinan que este receptor esté acti-
vado permanentemente, aunque el ligando, que
no sabemos cudl es, no esté. Esto pasa por muta-
ciones o por amplificacion de la proteina; o sea,
cuando se produce mas proteina que lo normal.
Esta produccién anormal de la proteina HER-2/
neu en cantidades grandes se encuentra en la
membrana de las células, no en el nucleo, por-
que este es un receptor de membrana. Pero se
ha podido desarrollar un anticuerpo monoclo-

nal especifico contra el HER-2/neu que se llama
herceptin y que es una herramienta terapéuti-
ca adicional a la quimioterapia, que s6lo pue-
de ser usada cuando los tumores de mama ex-
presan grandes cantidades de HER-2/neu. Este es
un factor de prediccion. El factor de pronostico
del HER-2/neu estd todavia siendo analizado;
pero seguro que es muy importante como factor
de prediccién para la respuesta a un anticuerpo
monoclonal dirigido contra este receptor.

Yo no podia terminar esta charla sin dejar
de mencionar (aunque sea dos palabras) sobre
los ADN arrays, porque esto es un tema que es-
ta surgiendo con mucha fuerza (probablemente
con mas fuerza que cabeza), que va a ser impor-
tante dentro de algin tiempo. Por ahora es im-
portante para investigacion, dentro de un tiempo
vamos a tener que usarlo todos en la clinica.

;Qué son los ADN arrays? Son una forma de

medir la expresion de genes; pero no de uno,
dos o tres genes, sino de miles y miles de genes
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en la célula. Ustedes saben que en la célula hay
mas o menos 30.000 genes, de los cuales no to-
dos estan activados al mismo tiempo. Evidente-
mente una célula mamaria no expresa los mis-
mos genes que una neurona. Entonces, hay par-
te de esos genes que se expresan y parte que no.
La ADN arrays es una metodologia que nos per-
mite medir practicamente todos los genes de una
célula al mismo tiempo.

Nosotros ya no estamos midiendo este gen
aislado que esta en una ventana o este otro gen
aislado, sino que estamos midiendo la expresién
de una gran cantidad de genes en toda la célula;
o sea, miles. Los primeros ADN arrays se origi-
naron en la década del 80, merced a una perso-
na que trabajaba en computacién. Para hacer los
chips, se usan mucho las técnicas de las masca-
ras, las que permiten el pasaje de luz programa-
do por computadoras sobre una pequena placa
de silicona. Programando eso (no vamos a entrar
en los detalles, porque no viene al caso) se pu-
dieron fabricar chips que contienen pequeios
probe (el probe es un trozo de gen) en una su-
perficie muy pequena. Para ejemplificarles el ni-
vel de sofisticacién al que se ha llegado hoy en
dia, en el tamano de una estampilla de correo
comun, uno pude tener un namero tal de chips
que nos permita medir todo el genoma humano,
los 30.000 genes.

Aplicado a lo nuestro, digamos al cancer de
mama como a muchas otras cosas, lo que se ha-
ce es la hibridacion, o sea, ponerle a esos chips
ADN de tejidos normales, y éstos se marcan con
una sonda fluorescente verde o ADN de células
tumorales, y esto se marca con una sonda roja.
Después se hace la hibridacion sobre la estampi-
Ila de la sonda verde y la sonda roja, y después
esto se lee con rayos laser. Pasa un rayo laser
verde y da coloracion verde; pasa un rayo laser
rojo y da coloracién roja. El verde quiere decir
que son genes que se expresan en el tejido nor-
mal; el rojo quiere decir que son genes que se
expresan en el tejido tumoral.
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;Qué pasa cuando un gen es expresado tanto
en el normal como en tumoral? El pasaje de los
dos rayos laser da un color amarillo. Entonces,
cuando uno ve un color amarillo, quiere decir
que es un gen que esta expresado en el normal y
en el tumoral; no nos interesa mucho. Cuando
uno ve una mancha verde, esta expresado en el
normal; pero cuando uno ve una mancha roja
solamente, quiere decir que es un gen que esta
expresado solamente en el tumoral.

Entonces, asi se pueden hacer analisis muy
importantes y muy recientemente (hace menos
de un ano), empezaron a aparecer trabajos sobre
expresion usando la técnica de los ADN arrays,
buscando en qué se diferencia la firma (y como
firma entiendo la expresiéon de muchos genes)
de un tumor de buen prondstico de un tumor de
mal prondstico. A esto lo Ilamaron Van de Vijver
y col., la firma de la expresion génica. Esta firma
se hizo analizando 25.000 genes, estudiaron pa-
ra esto unas 300 pacientes con cancer de mama,
y se quedaron con 70 genes que eran los que
tenian una expresion diferencial; o sea, bajamos
de los 25.000 a 70 genes. Usando estos 70 ge-
nes se pudieron diferenciar los tumores en tumo-
res de buen pronéstico y de mal pronéstico.

Esto es simplemente para darles una idea de
la complejidad del nivel de anélisis al que uno
puede llegar. Esto, por supuesto, es caro, es muy
costoso; nosotros estamos usando algo mas sim-
ple para otras cosas. Fijense ustedes una cosa
que es interesante, cuando miden los tumores
que tienen una firma que puede definirse y ven
una firma buena, es mas prolongado el tiempo
en que aparece la primera recaida que el del gru-
po con una firma mala; o sea, que hay una di-
ferenciacién que tiene un correlato biolégico.
Sin embargo, fijense que cosa interesante, que
es cuando miramos el porcentaje de las pacien-
tes con firma buena y con firma mala que tienen
metastasis en los ganglios axilares, el porcenta-
je es practicamente igual; es decir, no hay dife-
rencia en la firma buena y en la firma mala con
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respecto al porcentaje de ganglios axilares. Pe-
ro cuando miramos las muertes, vemos que hay
muy pocas (esto esta analizado a 5 afos), y en
cambio en el grupo de mal prondstico la mayor
parte de las pacientes ha fallecido ya.

;Cudl seria una de las conclusiones (tbmenla
entre comillas) que empieza a arrojar este tipo
de estudios? Que la capacidad de metastasis sis-
témica es independiente de la capacidad de me-
tastasis a los ganglios axilares; y que finalmente,
el pronéstico de la paciente esta dado por la ca-
pacidad de invasion sistémica y no de invasién a
los ganglios axilares. Es una de las conclusiones
que se puede sacar de este tremendo estudio.

Entonces, para terminar, les quiero dar mis
conclusiones, que estan avaladas un poco por
todos estos estudios, de lo que yo haria si tengo
que determinar factores de prondstico para una
paciente con cancer de mama. Evidentemente
me seguiria basando en el tamano; evidentemen-
te me seguiria basando en el grado histolégico;
evidentemente me seguiria basando en la ex-
presiéon positiva de los ganglios linfaticos; y evi-
dentemente me seguiria basando en los recepto-
res de estrégeno y de progesterona. Yo creo que
menos que esto no se puede pedir, ni se pude
aceptar. Este seria el limite que yo pondria.

Como segunda linea (si estamos en un pais
mas rico y donde no hay problemas), yo pediria
el indice de proliferaciéon; determinaria la p53; y
determinaria la presencia de HER-2/neu. Pero di-
gamos que el primero seria mi limite ético, si us-
tedes quieren [lamarlo médico. Lo demas lo de-
jaria un poco mas entre comillas, primero, por-
que sabemos que el indice de proliferacién es
inversamente proporcional a la cantidad de re-
ceptores; o sea, que si medimos los receptores y
son altos, ya sabemos que indice de prolifera-
cion va a ser bajo. El de la p53, porque todavia
no hay datos randomizados, no hay metaanalisis
que indiquen que tiene un valor de prondstico
ni de prediccion importante; probablemente sea

asi, pero hasta que no estén los datos, no estan.
Y el HER-2/neu porque esta relacionado proba-
blemente con un factor de prediccién cuando a
la paciente se le va a hacer un tratamiento con
herceptin. Como los tratamientos con herceptin
no son de practica corriente, son tremendamente
caros, si uno va a hacer este tratamiento, siempre
pude ir al taco y estudiarse la expresion positiva
cuando llegamos a ese momento. Entonces, es-
tos tres marcadores los dejaria como una segun-
da linea.

De todo lo otro que anda dando vueltas, es-
peremos a ver qué pasa en las conclusiones de
los estudios. Les agradezco a todos.

DEBATE

Dr. Etkin: Escuchamos con mucha atencién
y felicitamos al Doctor, porque es mas que obvio
que fue excelente y apasionante para nosotros,
tanto médicos cirujanos como asistenciales, es-
cuchar una charla de un investigador del nivel
del Dr. Mordoh. La pregunta puntual va airalo
siguiente. Nosotros utilizamos los antiestroge-
nos, en un momento, como estimulacion prequi-
rdrgica a la determinacion de los receptores hor-
monales, en el momento de la operacién. Sin
despreciar o sin desdefar la cuantia (y hablo de
la época de la intervencion por método bioqui-
mico) en fmol/mg de proteina de cuanto estaba
expresado el receptor estradiol, que no lo tenia-
mos tan en cuenta; si tomabamos como verdade-
ro marcador de prediccion la cuantia en fmol/mg
para receptor de progesterona. El seguimiento
que hicimos a casi 10 anos nos dio un poco la
razon, de que eran mucho mas respondedoras a
la terapia hormonal aquellas que tenian una so-
breexpresion del receptor de progesterona; cosa
que me parecio haber escuchado que no es tan
asi. Quisiera saber su opinién, respecto de esto.

Dr. Mordoh: Creo que el grueso (aca hay

miles de pacientes que han sido analizadas) de
la respuesta viene dado por la presencia del re-
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ceptor de estrégeno. Creo que la presencia de
progesterona ayuda a ese receptor. El circuito
normal es receptor de estrégeno induce al de
progesterona. Entonces, cuando el circuito esta
completo, evidentemente la respuesta sigue sien-
do mayor. Pero si uno toma aisladamente la pre-
sencia de receptor de estrégeno o de progestero-
na, responden mas las pacientes con receptor de
estrogeno solo que de progesterona solo, lo que
estaria indicando que aisladamente serian mas
importantes los de estrogeno que los de proges-
terona para la respuesta.

Dr. Etkin: Yo quisiera agregar, que es impor-
tante a la pregunta que hice, que el objetivo pri-
mario nuestro en ese estudio, fue separar los que
eran aquellos receptores funcionales de los no
funcionales; es decir, separar a aquellas que te-
nia receptores presuntamente alterados de los
que realmente eran funcionales. Con esa estimu-
lacion logramos, viendo la expresion del recep-
tor de progesterona, como marcador de futuro
valor de prediccion a la respuesta a la terapia
hormonal.

Dr. Mordoh: El método bioquimico tenia
una ventaja y un inconveniente. La ventaja era
que uno media solamente lo que estaba en el
citosol; raramente se extraia lo que estaba en el
nucleo. Cuando uno le agrega un agonista co-
mo el tamoxifeno, no sabe como esta desplazan-
do ese equilibrio. Si uno pierde receptores que
estan unidos al nucleo, que es donde funciona
realmente, a lo mejor mide menos en el citosol
los funcionales. Se ha vuelto bastante complejo
hoy en dia con las dos formas del o y del B. Si le
agregamos ademas un SERM como el tamoxife-
no, yo creo que serian estudios que habria que
volver a hacerlos ahora si uno pensara que es va-
lido para tratar de ver qué es lo que uno esta in-
hibiendo o no con el tamoxifeno. Me parece que
la cuestion se ha complicado un poco en base a
los conocimientos que se tenian hace 20 afios.

Dra. Vico: Yo me adhiero a las palabras del
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Dr. Etkin, cuando dijo que realmente hizo una
exposicion brillante de un tema que puede ser a
veces dificil entender desde la medicina asisten-
cial. Yo queria hacerle dos o tres preguntas so-
bre algunas consideraciones actuales que se es-
tan haciendo. Por ejemplo, se dice que las pa-
cientes muy jévenes que tienen receptores hor-
monales positivos, en este momento estarian en-
trando en un area donde no serian de tan buen -
prondstico, como el que ocurre en las pacientes
mayores, sobre todo mayores de 35 afos; ésa es
una pregunta. La segunda es, que usted hablo
de la necesidad del HER-2/neu como elemento
que a nosotros nos autoriza a usar en la sobreex-
presion de 3 cruces o en un Fish de 2 cruces en
trastuzumab o en herceptin. Pero qué piensa us-
ted cuando se comenta que si estan sobreexpre-
sando el C-erbB-2 no se deberia usar la quimio-
terapia con esquema CMF, que realmente serian
pacientes mas respondedoras a las antraciclinas;
y que hay distintos trabajos en la bibliografia que
también dicen que si hay una sobreexpresion,
una expresion del C-erbB-2, no serian responde-
doras al antiestrégeno, al tamoxifeno, como si
no estuviera éste presente. La tercera y termino,
si esta técnica de los macroarrays nos pone en el
camino para modificar en el futuro la clasifica-
cion de los carcinomas; de dejar de hablar del
cancer de mama, del cancer de colon, y hablar
de una clasificacién genética de los canceres.

Dr. Mordoh: Hay que tener en cuenta que
habiamos mostrado que el receptor de estrége-
no es el mediador del estradiol para aumentar
la proliferacion celular y disminuir la apoptosis.
No parece extraio que en una paciente joven
con grandes cantidades de estradiol circulante,
la presencia de receptores de estrogeno tenga
un valor de pronéstico distinto que en una pa-
ciente posmenopausica, donde los receptores de
estradiol son mucho menores. Asi que me pare-
ce bastante l6gico, inclusive. No conozco en es-
te momento estudios, asi en gran escala, sobre
pacientes premenopausicas. Estan empezando a
salir series mas o menos grandes donde se mide
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BRCA con receptor de estrogeno, pero hay que
tener en cuenta que ahora se estd usando, practi-
camente en todo el mundo, inmunohistoquimi-
ca. S6lo muy recientemente se ha validado esta
técnica como prediccion de resultados clinicos
(con datos todavia un poco raros, para mi gus-
to). Hay trabajos que dicen que pacientes con el
1% de células positivas para el receptor de es-
trogeno, responden a la terapia hormonal; cosa,
que por lo que sabemos ahora, es bastante extra-
fa. Yo creo que hay que esperar la validacion
en series grandes de este tipo de pacientes. Pero
asi como concepto logico, no me parece raro. Si
hay estradiol y hay receptores, y se sabe que son
proliferantes, va a actuar; y va a actuar llevan-
do a las células a una proliferacion. En cambio,
cuando no hay estradiol, esto pasa a ser como
un marcador de diferenciacion sin el peligro de
la proliferacion.

Yo creo que la ventaja de las antraciclinas
sobre el CMF es pequena, pero hay una ventaja
demostrada. Lo que uno tiene que evaluar es, en
pacientes jovenes, si la toxicidad, la cardioto-
xicidad de las antraciclinas, usandolas como pri-
mera linea, justifica esa diferencia. Ese es un cri-
terio que me parece que esta en revisioén, por-
que hay una ventaja, pero no es una gran venta-
ja. Con respecto a si la presencia de HER-2/neu
da un peor prondstico, la respuesta es si. No en
metaanalisis, pero hay series que indican que el
pronostico de las pacientes que sobreexpresan
HER-2/neu, es peor que el que no expresan. In-
clusive hay algunas series de trabajos sobre ar-
rays en cancer de mama, donde definen una ca-
tegoria especial, que es la de peor pronéstico de
todas, que son las pacientes que tienen receptor
de estrégeno negativo y HER-2/neu positivo. Esta
como dentro de las peores. Si uno mira en otros
trabajos la presencia de HER-2/neu, es inversa-
mente proporcional a la presencia de receptores.
Entonces, es evidente que la sobreexpresién de
HER-2/neu esta indicando que hubo un dafno ge-
nético, porque hay una amplificacion de un gen;
y esto seguramente va aparejado a la pérdida del

receptor, que no sabemos como, pero esta apa-
rejado. En cuanto a si la expresion del HER-2/
neu determina que ya uno tenga que ir como
primera linea a usar antraciclinas, yo no conoz-
co todavia estudios randomizados que definan
taxativamente eso. Pienso que es un tema que
se esta analizando. Es muy probable que si; es
muy probable que la tendencia sea en las pa-
cientes con tumores mas agresivos usar una tera-
pia mas agresiva de entrada, como seria el FEC,
por ejemplo, en vez del CMF.

Su tercera pregunta de si se van a clasificar
los tumores en una forma distinta, de acuerdo a
la firma genética, probablemente si; pero de he-
cho todavia no. Me parece que nosotros estamos
en una situacion, en cierto sentido, favorable,
porque los trabajos que se estan haciendo son
terriblemente costosos, terriblemente laboriosos,
y ademas, son todavia poco reproducibles los
ADN arrays. Hay gente que esta haciendo expe-
riencias controladas con ADN arrays usando téc-
nicas distintas, usando un array con las mascaras
y otro con cADN (que es como una técnica dis-
tinta), pero los dos deberian dar igual y se ob-
tienen resultados distintos en cuanto a la expre-
sion. Se dan cuenta que son técnicas muy com-
plejas, uno esta midiendo 25.000 genes en un
chip y la parte tecnolégica es muy sutil todavia.
Ademas, hay que tener en cuenta que en los tu-
mores de mama cuando se hace un array saca
todo el ADN; saca el ADN de los fibroblastos, de
los linfocitos y de las células tumorales, haya po-
co o haya mucho; eso lo hibrida con un array.
Entonces, la diferencia que se puede ver en un
array entre una expresién muy alta y una expre-
sién baja, es a lo mejor de 1,5 contra 1,0; es un
50% de incremento. Uno lo ve en el array y uno
es un rojo intenso y el otro es verde. Yo todavia
creo que estamos en una etapa donde uno mi-
rando un preparado, puede leer mas todavia, le-
er mas inteligentemente qué esta pasando con
ese tumor; y creo que todavia estamos en una
etapa donde tenemos que tomar las lecciones de
los arrays para ir avanzando lentamente, pero yo
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no me volcaria a conclusiones que se trasladen a
la practica. Creo que en la parte de investigacion
tiene todo el derecho (y si tiene la posibilidad)
de ir investigando las series que uno quiere. Pe-
ro creo que en esto hay que trabajar con niime-
ros grandes, con 100 pacientes o mas, para ha-
cer algo importante. Hay estudios que son de
300, 400 6 600 pacientes. La historia de las 20
pacientes, desgraciadamente para nosotros, no
tiene mucho valor ya, en vista de todo lo que es-
ta pasando. Creo que hay muchos trabajos sobre
arrays en cancer de mama, que hablan de que
los canceres de mama pueden clasificarse entre
canceres de células basales y de células lumina-
les; hay que estar muy atento. Creo que las con-
clusiones, por ahora, siguen siendo que si medi-
mos los marcadores que yo humildemente puse
en el trabajo final, estamos midiendo lo mismo
que si medimos los 25.000 genes de los cance-
res de mama, por ahora. Va a llegar un momento
que vamos a tener que incorporar otras cosas,
pero hay que demostrarlo; por ahora no esta de-
mostrado.

Dr. Novelli: Cuando uno repasa mentalmen-
te todo lo que aprendi6 a partir del conocimien-
to de los receptores, se da cuenta cuan simple
era antes y cuan complejo se esta volviendo. Y
claro, desde el proceso de difusion pasiva, a la
fijacion intracitoplasmatica, a la translocacion
del ntcleo. Luego la segunda teoria del factor de
crecimiento para la posibilidad de penetracion
del estrégeno en la célula; y ahora, esta tercera
teoria que habla de un receptor de membrana.
Yo me acuerdo que cuando uno decia recepto-
res hormonales, decia hormonas peptidicas de
membrana, citoplasmaticas receptores de nu-
cleares. Es posible que el estrégeno, utilizando
ese receptor de membrana, tenga necesidad de
AMP ciclico, para interactuar. Si fuera asf, eso no
explicaria la actividad selectiva de los SERM con
respecto a cada uno de los tejidos, respecto al
receptor de membrana. Yendo un poco mas alla,
ya hablando no de los SERM, sino de los STEAR,
de los receptores selectivos para tejido especi-
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fico.

Dr. Mordoh: A mi me parece que cuando
hablamos de selectividad de los receptores, ge-
neralmente (por lo menos el concepto actual) es
que estamos hablando del receptor nuclear, por-
que ahi se da el juego de interacciones cualitati-
va y cuantitativamente mas importantes a nivel
de los ERE, ahi interaccionan los receptores o
y B con los SERM. El receptor de membrana es
todavia un poco misterioso, se piensa que actta
por una via que no tiene que ver con la translo-
cacién nuclear, sino que activa una via, como
usted dijo muy bien, en la que interviene AMP
ciclico, GMP ciclico y la via de las matkinasas,
que es una de las tantas vias que hacen un pasa-
je de la senal de la membrana al ndcleo. Pero yo
creo que es bastante misterioso todavia cual es
el rol cuantitativamente importante de los recep-
tores que estan en la membrana celular y cuanto
tiempo estan. De hecho, cuando uno hace inmu-
nohistoquimica no los ve en la membrana; es
mas, no ve tampoco los del citosol. Son molécu-
las de turnover muy rapido, y yo creo que toda-
via no hay datos muy fuertes de la importancia
cuantitativa de los dos. Pero es uno de los cam-
pos que esta mas abierto a la investigacion.

Dr. Novelli: Yo lei en un trabajo que el re-
ceptor de estrégeno [3 tiene mucho mas que ver
con la metastasis axilar linfatica que el recep-
tor a. ;Esto es cierto o no?

Dr. Mordoh: No conozco trabajos importan-
tes de eso. Yo creo que la invasion linfatica y la
invasion sistémica venosa, tienen mecanismos
distintos. Eso se ve mejor en otros tumores, que
en mama. Pero evidentemente la invasion linfati-
ca tiene probablemente més que ver con pro-
cesos de metastasis por contigiiidad; tenga en
cuenta que los capilares linfaticos son fenestra-
dos, no tienen membrana basal. Es mucho mas
facil entrar en un vaso linfatico que en un san-
guineo. Que el receptor B tenga que ver con eso,
la verdad que no lo sé y no me acuerdo haberlo
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leido. Seria muy interesante y posible, porque
uno podria predecir a lo mejor midiendo el o y
el B, cual es la capacidad invasora de una célula
tumoral. No lo sé, lo voy a buscar.

Dr. Lebrén: Antes que nada, me adhiero a
las felicitaciones de los colegas que me prece-
dieron, me pareci6 brillante la exposicion. Noso-
tros siempre estabamos con la idea de que como
factor de prediccion iban a actuar mejor los an-
tiestrégenos, cuando habia receptores positivos
para estradiol y para progesterona. Me parecio
muy interesante lo que mostré, que fundamen-
talmente lo que importa seria la cantidad de re-
ceptores de estrogeno, y no tanto el de proges-
terona; eso creo que es un poco novedoso. Des-
pués, de la pregunta que le hizo la Dra. Vico,
usted le contesté muy bien sobre el tema de la
quimioterapia, pero no enfatizé tanto sobre el
tema del tratamiento hormonal en la HER-2 po-
sitiva; pacientes con HER-2 positiva con recepto-
res positivos. En el ano 2001 (por ejemplo, en el
ASCO de 2001), aparecieron varios trabajos que
descalificaban directamente utilizar tratamiento
hormonal adyuvante en esas pacientes. Después,
eso no se confirmd; es un tema un tanto contro-
versial. Me gustaria saber su opinién al respecto,
si el HER-2 descalifica o no, o usted cree que tie-
ne todavia algun lugar en la terapéutica el trata-
miento hormonal.

Dr. Mordoh: En primer lugar hay que des-
tacar que es la minoria de las pacientes. La ma-
yor parte de las pacientes Her-2/neu son recep-
tor negativo y viceversa; o sea, que todos los es-
tudios son sobre poblaciones pequenas. Yo no
creo que descalifique tratar a una paciente con
receptor de estrogeno positivo. De hecho, y se-
ria muy interesante, habria que mirar en nuestras
series. Eso seria un trabajo, por ejemplo, que se
me ocurre que es simple de hacer y que es in-
teresante. Si se pudiera rescatar los tacos, por
ejemplo, de las pacientes posmenopausicas con
receptor de estrégeno positivo y que fallaron (el
40% de las pacientes); que no responden al tra-

tamiento. Eran HER-2/neu positivas. Eso se pue-
de hacer; ese es un trabajo simple que puede
contestar a lo mejor en un nimero de pacientes
importante, cual es esa pregunta; me parece ex-
celente. Pero haciéndolo prospectivamente, se
me ocurre que debe ser un trabajo dificil juntar
un numero de pacientes que dé un resultado im-
portante. En cambio, yendo para atras a lo mejor
uno lo puede hacer mas facilmente.

Que la presencia del HER-2/neu impida el
funcionamiento o la accion antiestrogénica del
tamoxifeno en una paciente con mucho recep-
tor, no lo creo; me parece que son vias distintas.
Pero se puede hacer eso, seria interesante ha-
cerlo.

Dr. Schejtman: Me adhiero a las felicitacio-
nes de la charla. Nosotros ayer en la Escuela tu-
vimos una charla, también sobre biologia mole-
cular, donde nos introdujeron el concepto sobre
que el ADN va cambiando a medida que el can-
cer va avanzando; o sea, no es el mismo ADN
cuando nosotros diagnosticamos el cancer que
en el cancer que da metastasis o en el cancer
en los ganglios axilares. Dio como ejemplo que
puede ser estrogeno negativo en un momento y
estrégeno positivo en otro momento. Queria sa-
ber cudl es su opinidn acerca de esta teoria, que
creo que seria revolucionaria, y cuales serian las
indicaciones para la paciente. Si habria que vol-
ver a hacer receptores en los distintos estadios
de la paciente.

Dr. Mordoh: De hecho esos son datos de ha-
ce 30 anos. La expresion positiva en las metasta-
sis refleja fielmente la expresion positiva en el
primario; o sea, que el ADN va cambiando por
mutaciones, eso es cierto. Ahora, no parece ser
el caso en general de que se pierda la expresion
positiva de receptores por la metastasis. De he-
cho, todas las series que hay que indicaban que
uno media receptores en una metastasis, se co-
rrespondian perfectamente bien con el prima-
rio, a lo mejor no tan cuantitativamente. Se usa-
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ban métodos de unién al ligando, donde uno
media poblaciones en total normales y tumora-
les; o sea, que yo no creo que la mutacion afecte
tanto al receptor. De hecho, trabajos con ADN
arrays donde se compararon no en muchas pa-
cientes, pero en unas 30 de una serie de 300 pa-
cientes; hubo pacientes que hicieron neoadyu-
vancia y entonces se hizo un ADN array del tu-
mor antes y después de la quimioterapia, y se
compararon también tumores primarios con tu-
mores de metastasis en ganglios. Lo que se vio
un poco sorprendentemente es que la expresion
de los genes era bastante similar antes y después
de quimioterapia. Era mucho mas parecido entre
el tumor primario y la metastasis, que entre dos
pacientes distintas. O sea, que la firma genética
de cada paciente tiende a mantenerse. En eso,
me parece que tiene una influencia muy grande
qué es lo que nosotros hacemos con esa pacien-
te. Evidentemente, creo que no puede comparar-
se a una paciente con cancer de mama que esta
virgen de tratamiento, hace una metastasis y no-
sotros estudiamos el ADN de la metastasis con el

Volumen 22 Nimero 76 ® Septiembre 2003

245

del primario, a una paciente que esta en su cuar-
ta linea de quimioterapia. La paciente que esta
en su cuarta linea de quimioterapia, evidente-
mente va a tener (y eso lo hemos visto nosotros)
células mucho mas indiferenciadas, mas agresi-
vas. Hay una mezcla ahi de evolucién y del tra-
tamiento. Peo cuando uno mira la evolucion sola
(en la medida que se pueda hacer) hay cambios,
pero no son cambios dramaticos. Es mucho mas
grande la diferencia, como dije antes, entre dos
tumores de dos personas distintas, que el tumor
de una misma paciente antes y después de una
quimioterapia adyuvante, o en el primario y en
la metastasis. Hay series (tengo las referencias)
muy importantes sobre ese punto. Dependen
también de la mutacién de la p53. Creo que a
medida que sabemos mas, es cada vez mas difi-
cil generalizar. Hay que estudiar qué se le hizo a
esa persona, si la p53 esta mutada o no, y enton-
ces eso puede explicar mejor la diferencia de
una paciente, que conceptos asi muy generales,
que por lo menos en cancer de mama no pare-
cen ser del todo ciertos.
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