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ARTICULO ORIGINAL Rev Venez Oncol 2006;18(4):226-232

DETECCION DE MAMOGLOBINA Y MAGE-A3
EN GANGLIOS LINFATICOS AXILARES

HISTOLOGICAMENTE NEGATIVOS, EN CANCER DE MAMA
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RESUMEN SUMMARY

La deteccion histolégica de metastasis en los ganglios Histological detection of metastasis in axillary lymph
linfaticos axilares es un parametro de mayor valor nodesis acurrentpractice, and the parameter has greatest
prondéstico en cancer de mama. Un 30 % de pacientes con prognostic value in breast cancer. 30 % of negative
ganglios linfaticos negativos tienen recaida en cinco afios, lymph nodes patients at histology studies has disease
sugiriendo que, este estudio no es suficiente para detectar relapse in five years, suggesting that this method is inad-
todas las metastasis. En el presente estudio, se determinéequate to identify all cases with metastasis. In this study,
la expresién de marcadores mamoglobina y MAGE-A3, the expression of mammaglobin and MAGE-A3 markers
en ganglios axilares histolégicamente negativos de were determined in histological negative axillaries lymph
pacientes con cancer de mama, mediante reaccidon en nodes breast cancer patients, by reverse transcriptase
cadena polimerasa transcriptasa-reversa, a fin de detectarpolymerase chain reaction. The expression mammaglobin
células tumorales aisladas o micrometastasis. La and MAGE-A3 were detected in 55.6 % and 33.3 %,
expresion mamoglobina y MAGE-A3 se detectaron en respectively. The ARN of mammaglobin and MAGE-A3
55,6 % y 33,3 %, respectivamente. Se amplificé el ARN was amplified in patients with histological positive axil-
de mamoglobina y MAGE-A3 en ganglios histo- laries lymph nodes, obtaining an expression of 72.7 %
I6gicamente positivos en un 72,7 % y 54,5 %, and54.5%, respectively. Finally, presence or absence of
respectivamente. Se relacioné la presencia o ausencia detumour cells detected in negative lymph nodes were re-
células tumorales en ganglios negativos con tamafo tu- lated to tumour size, histological grade, vascular tumour
moral, grado histolégico, émbolos neoplasicos vasculares, emboli; non conclusive results were obtaining because it
obteniendo resultados no concluyentes, no se logré wasn’t possible to obtain an equitable distribution of the
distribucion equitativa de las muestras. Estos resultados samples. These results show that mammaglobin and
muestran que la mamoglobina y MAGE-A3 son utiles MAGE-A3 are useful for detection of isolated tumour
para deteccion de células tumorales aisladas en ganglios cells in axilar node negative

axilares negativos.

KEY WORDS: Cancer, breast, diagnosis, axillaries
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mundialmenté?. EIl incremento global de su

inversamente proporcional a la supervivencia

incidencia puede estar asociado a un aumentodel paciente, si los GLA con metastasis son

de los factores de riesgoy al desarrollo sostenido
de campafias de deteccith

Debido a la variabilidad del curso clinico de
la enfermedad, ha sido necesario tratar de
identificar algunas caracteristicas prondésticas
del comportamiento tumoral, siendo los mas
utilizados entre los de caracter morfologico:
tamafio del tumor, tipo y grado histoldgico,
émbolos vasculares sanguineos o linfaticos y
presencia de metastasis en ganglios linfaticos
regionales, de estos ultimos, los axilares son los
mas frecuentemente involucrados

Existe una relacion directa entre el tamafio
del tumor y la presencia de ganglios axilares
linfaticos (GLA) positivos, asi como un mayor
riesgo de recaida y de mortalidad El carci-
noma ductal infiltrante es la variedad histol6gica
mas frecuente, hay subtipos que tienen mejor
prondstico: papilar, medular, mucinoso,
adenoideo-quistico y tubular; o de peor
prondstico: metaplasico, neuroendocrino y de
células en anillo de selfd El grado histolégico
se basa en la valoracion de tres factores: la
formacién de tubulos, la regularidad en el
tamafo, forma y caracteristicas de tincion del
nucleo, y la actividad mitotide.

Los vasos sanguineos y linfaticos que se
encuentran alrededor de un carcinoma infiltrante

separados en niveles, pueden obtenerse datos
de significado prondéstico, sin embargo, el
numero total de GLA comprometidos, mas que
el nivel de compromiso, sigue siendo el factor
de mayor valor pronésti¢®.

Estudios retrospectivos han sugerido que un
nuamero considerado de pacientes con GLA
histol6gicamente negativos, pueden desarrollar
cancer a través del tiempo, indicando asi que
los métodos de rutina son inadecuados para
identificar precozmente estas metastéd®id.os
principales factores limitantes para la deteccidn
de las ITC son: niumero de cortes histolégicos
examinados, variabilidad bioldgica de las
células malignas y cantidad de células malignas
presente®.

Recientemente, se ha implementado la
reaccion en cadena de la polimerasa
transcriptasa-reversa (RT-PCR) para detectar
marcadores moleculares presentes en las células
cancerosas, tales como la mamoglobina (MMG),
la cual, se expresa principalmente en células
epiteliales de lamama, y esta presente en muchos
tipos de tumores de mama, por lo que su
deteccion es util para la identificacion de células
cancerosas en la circulacion periférica, médula
Oseay en GLA31),

Otro de los marcadores tumorales utilizados

pueden estar invadidos por células tumorales, parala deteccién de ITC en GLA en el cancer de
siendo su identificacion importante en la mama, atravésdelaRT-PCR, eselgen MAGE-
prediccién de la recurrencia local precoz y A3, este no se expresaen tejido normal, excepto
metastasis distantes, orientando ademaés en elen la placenta y células germinales masculinas.
éxito o fracaso terapéuti®. Los péptidos y proteinas del gen MAGE-A3 son

Las metastasis en los GLA pueden ser inmunogénicos y pueden inducir citotoxicidad
micrometéastasis, cuando el tamafio es menor de€n los linfocitos Ty anticuerpos en el paciéfite
2 mm de diametro pero mayor de 0,2 mmensu En el presente trabajo se correlaciona la
mayor dimensién. Las células tumorales expresiéon de los marcadores MMG y MAGE-
aisladas (ITC) se definen como células aisladas A3 por RT-PCR, con la detecciéon de ITC en
o grupos de células cuyo tamafio no exceda 0,2 GLA histolégicamente negativos y positivos de
mm y no muestren evidencia de actividad pacientes con cancer de mama, se discute la

proliferativa o reaccion estromal
El nimero de GLA comprometidos es
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importancia de identificacién de marcadores
genéticos en el estudio del paciente con cancer.
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Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores para PCR de los marcadores MMG y MAGE-A3 se

amplificacion. usé el kit access RT-PCR system (Promega), 49
uL de mezcla maestra preparada de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante con 50

Iniciador Secuencia
GA3PDH

sense5  ‘CCACCCATGGCAAATTCCATGGCAS' pmoles de cada iniciador (Cuadro 1)ytldel
GA3PDH ARN diluido 1:10. La integridad del ADNc
antisense 5'TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC3! sintetizado, se evidencié con la co-retro-
MMG transcripcion paralela del gen gliceraldehido 3-
sense 5‘CCGACAGCAGCAGCCTCACS' .

MMG fosfato deshidrogenasa (GA3PDH) en las
antisense 5 TCCGTAGTTGGTTTCTCACS' mismas condiciones de reaccion.

MAGE-A3 O AAGCCGCCCCAGGETCRS Todas las reacciones de RT-PCR fueron
MAGE.A3 desarrolladas en un volumen final de 50 mL en
antisense 5‘GGAGTCCTCATAGGATTGGCTCCS: las temperaturas descritas por el fabricante del

kit, latemperatura annealing para MMG fue 62°
C/30 seg, MAGE-A3 y GA3PDH 53° C/1min
METODOS (termociclador PTC 100 M.J.-Research). En
cada setde RT-PCR, fueron incluidos controles
de reactivos sin ARN, control negativo (ARN
: : . extraido de tejido no neoplasico) y un control
provenientes de 29 pacientes con adenocarci- positivo (ARN extraido de tejido fresco de tu-

noma ductal infiltrante de mama, diagnosticadas mor de mama primario). Los productos de PCR
en el Instituto de Oncologia Dr. Miguel P€rez ¢ oo sometidos a electroforésis en gel de
Carrefio de Valencia, Venezuela, durante el afio agarosa al 2 % y coloreado con bromuro de

2004. El espécimen de vaciamiento axilar fue etidio.

disecado en fresco, obteniéndose los ganglios Elt A0 del t ¢ btenido del ¢
linfaticos. Ellos fueron seccionados en mitades, amarno geftumor fue obtenido defreporte
de la biopsia, medido de acuerdo a su diametro

una destinada al estudio histoldgico, el cual se m r en la pieza de mastectomi lasificad
efectué segun el procedimiento de rutina, la ayor €n 1a pieza ce mastectomia y ciasitcado
en tres categoriag@ cm; 2,1cma5cm#»s5,1

otra se guardd en tubos Eppendorfy se congeld L o .
gt u PP y g cm). En caso de haber recibido quimioterapia

a —70° C para el estudio molecular. Estos neoadyuvante, se utilizé la medida indicada en
Gltimos fueron cortados en un criostato, a un . y . C .
la historia clinica del paciente. EI grado

espesor de 20m y pesados hasta obtener entre histol6aico f | tad Lin de |
48-52 mg de material para la prueba. Se obtuvo Istologico Tue efreportado en €l informe de ‘a
biopsia definitiva, determinado segun el método

ademas un fragmento de tejido fresco del tumor . o
primario de mama como control positivoy como SeEﬁi'gg)m y RicharsdH, modificado por Elston

control negativo, un ganglio linfatico no _
neoplasico. Los datos obtenidos fueron comparados

utilizando el paquete estadistico STATISTIX.
Se aplico la prueba Chi-cuadrado ?[Xpara
establecer las asociaciones entre las variables
en estudio.

La muestra estuvo conformada por GLA,

La extraccion de ARN se realiz6 con el Kit
RNAgents total isolation system (Promega),
empleando los volimenes recomendados por el
fabricante de acuerdo a la cantidad de tejido
(mg) procesado. Los extractos de ARN fueron
tratados con inhibidor de ARNasas Yy RESULTADOS
almacenados a -70° C en alicuotas dépara

conservar su integridad. Para el ensayo RT-  pg |gs 29 pacientes cuyos GLA fueron

Vol. 18, N° 4, diciembre 2006
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evaluados, 18 casos fueron negativos al estudio La relacién entre la expresion de los

histolégico y 11 presentaron metéstasis. Se marcadores moleculares y el tamafio del tumor

estudiaron entre 2 y 15 GLA por paciente. no mostré diferencia estadisticamente
El Cuadro 2, muestra los resultados de la Significativa (Cuadro 3).

deteccion de los marcadores MMG y MAGE A-

3 destacandose la expresion ARNm de MMG Cuadro 2. Correlacion entre el anélisis histologico

(Figura 1-A) en 8 de 11 (72,7 %) pacientes con de los GLA y la RT-PCR

metastasis histolégicamente demostrada y en

10 de 18 (55,6 %) sin evidencia histol6gica de G'—? G'—fi\ CO“COt”ialf‘Cia
metéastasis; mientras que el ARNm del MAGE- negativos positivos ota
A3 (Figura. 1-B) se expres6 en 6 de 11 (54,5 %) PCR- PCR+ PCR- PCR¥
pacientes con GLA metastasicosy 6 de 18 casosmMMG 8 10 3 8 552
con GLA sin metastasis (33,3 %). Se demostr6 MAGE 12 6 5 6 62,1

la integridad del ADNc en los casos analizados

(Figura 1-C).

1 2 3 4 5 C+C-MP

Figura 1-A 189pb MMG

1 2 3 MP4 5 C+C-

Figura 1-B 605pb MAGE-A3

1 2 3456 7 8MP

Figura 1-C 599pb GA3PDH

Figura 1-A. Expresion de RNAm de MMG en GLA con metastasis histologicamente documentada (carril 1
al 5);Figura 1-B. Expresién de RNAm de MAGE A-3 en GLA con evidencia histoldgica de metastasis (carril
1 al 5). Detectadas por RT-PCR, como control positivo (c+) tumor primario de mama y control negativo (c)
ganglio linfatico no neoplasicdigura 1-C. Expresion de GA3PDH como control positivo de integridad del
DNAc. Carril MP es un ladder molecular de 100pb.

Rev Venez Oncol
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Cuadro 3. Relacién de MMG y /o MAGE-A3
detectados por RT-PCR, en ganglios linfaticos
histolégicamente negativos, y el tamafo del tumor
de mama.

Tamafo del tumor

<2cm 2,1 ab5cm >5,1cm Total

Negativo 0 1 5 6
MMG o MAGE A3 2 3 3 8
MMG y MAGE A3 0 2 2 4
Total 2 6 10 18
P< 0,05

Al comparar los marcadores moleculares de
metéstasis y el grado histolégico del tumor
primario se evidencia la expresion de 1 6 2
marcadores en dos tumores con grado
histolégico I, en siete tumores con grado |l y en
tres tumores con grado Ill, no existiendo relacién
entre estas variables (Cuadro 4).

DISCUSION

En el presente estudio se corrobora la utilidad
de la RT-PCR en la deteccion de marcadores
especificos de células tumorales epiteliales
aisladas y/o micrometastasis presentes en los
GLA. Se demostro un 72,7 % de expresién de
MMG en GLA histolégicamente positivos, este
porcentaje es inferior al 91 % obtenido por
Watson y col!”, en la expresién de MMG por
PCR de 11 GLA con metastasis histologicamente
documentadas. Similarmente, Marchetti y
col.®® demostraron expresion de ARNm en
97 % de los GLA histolégicamente compro-
metidos, y Aihara y cot?, detectaron MMG en
el 100 % de 11 pacientes con GLA metastasicos.

Al emplear tejido fresco de cancer de mama
de 165 pacientes, el 95 % expres6 MMG por
RT-PCR®. EI porcentaje de casos positivos
para MMG de este estudio es similar al obtenido

Del total de las muestras estudiadas s6lo un Mmediante inmunohistoquimica, pero como se

paciente presentaba émbolos vasculares Puede observar es inferior a lo reportado con la
neoplésicos1 por IO tantO, no se pudo técnicaRT-PCR,tantoentumorpl’imariocomo

correlacionar la presencia o ausencia de esta€nlos GLA histologicamente positivos; larazén

caracteristica histolégica con la expresion de de estas diferencias pudiera estar asociada a la

los marcadores ensayados. heterogeneidad que caracteriza el cancer de
mama y la zona del tejido ganglionar
seleccionado.

Se observé evidencia de ITC para MMG en
el 56 % de los pacientes con GLA histo-
l6gicamente negativos; en nuestro caso, el
porcentaje obtenido es mayor que los reportados
por Aihara y col.(1999) y Marchetti y col.
(2001), quienes obtuvieron expresion de MMG
en 11/45 (31 %) y 46/159 (29 %) de los GLA
negativos a la histologia respectivamefife.

Cuadro 4. Relacién de MMG y /o MAGE-A3
detectados por RT- PCR, en ganglios linfaticos
histolégicamente negativos, y grado histolégico del
tumor de mama.

Grado histologico

| I [l Total
Negativo 1 3 2 6 Las diferencias aqui observadas se podrian
MMG o MAGE A3 2 5 1 8 explicar por los argumentos seflalados de los
MMGy MAGE A3 0 2 2 4 casos GLA histolégicamente positivos.
La expresiéon de MAGE-A3 en GLA
lztglos 3 10 5 18 histolégicamente positivos fue de 54,5 %, esta

expresiéon es superior al 19 % o 21 % obtenido
por Kown y col®Y , en donde observan que la
variabilidad de expresion se debe al numero de

Vol. 18, N° 4, diciembre 2006
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GLA positivos analizados; cuando se han deteccion de ITC en GLA histolégicamente
empleado tejido mamario tumoral primario, negativos, en pacientes con cancer de mama, ya
Taback y col??, obtienen expresiéon de MAGE- que fueron expresados simultdneamente en 4 de
A3 en el 100 % de 25 pacientes. 18 pacientes, mientras que 8 fueron positivos a
La expresiéon del MAGE-A3 en GLA uno u otro marcador, es decir, el ensayo PCR

histolégicamente negativos fue del 33 % en el fue capaz de detectar ITC en 12 pacientes
presente estudio, se corresponde con los (66,6 %) previamente reportados como libres
hallazgos de Washer y cé#), quienes de neoplasia segun el estudio histoldgico.
obtuvieron expresion de este marcadoren 38 %  Debido a que se desconoce el valor pronéstico
en GLA histolégicamente negativos. de la deteccion de ITC (por PCR o inmuno-

En el presente trabajo no se encontré relacién histoquimica) en GLA histol6gicamente
entre la expresion de MMG y MAGE-A3 con Negativos, son necesarios estudios prospectivos
tamafio y grado histolégico del tumor. Existen que registren la evolucion de las pacientes, ya
estudios que encuentran relacién entre estosdué esto ayudaria a identificar pacientes con
parametros y la presencia de células en sangreMayor riesgo de recurrencia y/o metastasis a
periférica que expresan MMG o MAGE-A3%), distancia, quienes podrian beneficiarse con una
No se encontraron reportes en la bibliografia terapia adyuvante mas agresiva. De igual
consultada que relacionen marcadores genéticosmanera, esta por determinarse cual es el

de expresion en GLA con el tamafio y grado Mmarcador o panel de marcadores que deba ser
histolégico del tumor. utilizado. Mientras tanto y debido a la

heterogeneidad del cancer de mama, parece

Este estudio ha demostrado que la expresion
sensato recomendar el uso de al menos dos

de los marcadores moleculares MMG y MAGE-

A3, a través del ensayo RT-PCR, es util en la marcadores.
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