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RESUMEN
La detección histológica de metástasis en los ganglios
linfáticos axilares es un parámetro de mayor valor
pronóstico en cáncer de mama.  Un 30 % de pacientes con
ganglios linfáticos negativos tienen recaída en cinco años,
sugiriendo que, este estudio no es suficiente para detectar
todas las metástasis.  En el presente estudio, se determinó
la expresión de marcadores mamoglobina y MAGE-A3,
en ganglios axilares histológicamente negativos de
pacientes con cáncer de mama, mediante reacción en
cadena polimerasa transcriptasa-reversa, a fin de detectar
células tumorales aisladas o micrometástasis.  La
expresión mamoglobina y MAGE-A3 se detectaron en
55,6 % y 33,3 %, respectivamente.  Se amplificó el ARN
de mamoglobina y MAGE-A3 en gangl ios histo-
lóg icamente pos i t ivos en un 72,7 % y 54,5 %,
respectivamente.  Se relacionó la presencia o ausencia de
células tumorales en ganglios negativos con tamaño tu-
moral, grado histológico, émbolos neoplásicos vasculares,
obteniendo resultados no concluyentes, no se logró
distribución equitativa de las muestras.  Estos resultados
muestran que la mamoglobina y MAGE-A3 son útiles
para detección de células tumorales aisladas en ganglios
axilares negativos.

PALABRAS CLAVE: Cáncer, mama, diagnóstico,
ganglios linfáticos axilares, mamoglobina, MAGE-
A3.

SUMMARY
Histological detection of metastasis in axillary lymph
nodes is a current practice, and the parameter has greatest
prognostic value in breast cancer.  30 % of negative
lymph nodes patients at histology studies has disease
relapse in five years, suggesting that this method is inad-
equate to identify all cases with metastasis.  In this study,
the expression of mammaglobin and MAGE-A3 markers
were determined in histological negative axillaries lymph
nodes breast cancer patients, by reverse transcriptase
polymerase chain reaction.  The expression mammaglobin
and MAGE-A3 were detected in 55.6 % and 33.3 %,
respectively.  The ARN of mammaglobin and MAGE-A3
was amplified in patients with histological positive axil-
laries lymph nodes, obtaining an expression of 72.7 %
and 54.5 %, respectively.  Finally, presence or absence of
tumour cells detected in negative lymph nodes were re-
lated to tumour size, histological grade, vascular tumour
emboli; non conclusive results were obtaining because it
wasn’t possible to obtain an equitable distribution of the
samples.  These results show that mammaglobin and
MAGE-A3 are useful for detection of isolated tumour
cells in axilar node negative

KEY WORDS: Cancer, breast, diagnosis, axillaries
lymph nodes, mammaglobin, MAGE-A3.

E
INTRODUCCIÓN

l cáncer de mama es considerado
como un gran problema sanitario,
ya que ocupa el primer lugar en
Venezuela como causa de
mortal idad por cáncer en las

mujeres y su incidencia ha aumentado en los
úl t imos años,  tanto en Venezuela como
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mundialmente(1,2).  El incremento global de su
incidencia puede estar asociado a un aumento
de los factores de riesgo y al desarrollo sostenido
de campañas de detección(3,4).

Debido a la variabilidad del curso clínico de
la enfermedad, ha sido necesario tratar de
identificar algunas características pronósticas
del comportamiento tumoral, siendo los más
utilizados entre los de carácter morfológico:
tamaño del tumor, tipo y grado histológico,
émbolos vasculares sanguíneos o linfáticos y
presencia de metástasis en ganglios linfáticos
regionales, de estos últimos, los axilares son los
más frecuentemente involucrados(5-8).

Existe una relación directa entre el tamaño
del tumor y la presencia de ganglios axilares
linfáticos (GLA) positivos, así como un mayor
riesgo de recaída y de mortalidad(8).  El carci-
noma ductal infiltrante es la variedad histológica
más frecuente, hay subtipos que tienen mejor
pronóst ico:  papi lar ,  medular ,  mucinoso,
adenoideo-quíst ico y tubular;  o de peor
pronóstico: metaplásico, neuroendocrino y de
células en anillo de sello(7).  El grado histológico
se basa en la valoración de tres factores: la
formación de túbulos, la regularidad en el
tamaño, forma y características de tinción del
núcleo, y la actividad mitótica(6,9).

Los vasos sanguíneos y linfáticos que se
encuentran alrededor de un carcinoma infiltrante
pueden estar invadidos por células tumorales,
siendo su identif icación importante en la
predicción de la recurrencia local precoz y
metástasis distantes, orientando además en el
éxito o fracaso terapéutico(10).

Las metástasis en los GLA pueden ser
micrometástasis, cuando el tamaño es menor de
2 mm de diámetro pero mayor de 0,2 mm en su
mayor dimensión.  Las células tumorales
aisladas (ITC) se definen como células aisladas
o grupos de células cuyo tamaño no exceda 0,2
mm y no muestren evidencia de actividad
proliferativa o reacción estromal(7).

El número de GLA comprometidos es

inversamente proporcional a la supervivencia
del paciente, si los GLA con metástasis son
separados en niveles, pueden obtenerse datos
de significado pronóstico, sin embargo, el
número total de GLA comprometidos, más que
el nivel de compromiso, sigue siendo el factor
de mayor valor pronóstico(11).

Estudios retrospectivos han sugerido que un
número considerado de pacientes con GLA
histológicamente negativos, pueden desarrollar
cáncer a través del tiempo, indicando así que
los métodos de rutina son inadecuados para
identificar precozmente estas metástasis(12).  Los
principales factores limitantes para la detección
de las ITC son: número de cortes histológicos
examinados, variabilidad biológica de las
células malignas y cantidad de células malignas
presentes(7).

Recientemente, se ha implementado la
reacc ión en cadena de la  po l imerasa
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 la mama, y está presente en muchos
tipos de tumores de mama, por lo que su
detección es útil para la identificación de células
cancerosas en la circulación periférica, médula
ósea y en GLA(13-15).

Otro de los marcadores tumorales utilizados
para la detección de ITC en GLA en el cáncer de
mama, a través de la RT- PCR, es el gen MAGE-
A3, este no se expresa en tejido normal, excepto
en la placenta y células germinales masculinas.
Los péptidos y proteínas del gen MAGE-A3 son
inmunogénicos y pueden inducir citotoxicidad
en los linfocitos T y anticuerpos en el paciente(16).

En el presente trabajo se correlaciona la
expresión de los marcadores MMG y MAGE-
A3 por RT-PCR, con la detección de ITC en
GLA histológicamente negativos y positivos de
pacientes con cáncer de mama, se discute la
importancia de identificación de marcadores
genéticos en el estudio del paciente con cáncer.
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MÉTODOS

La muestra estuvo conformada por GLA,
provenientes de 29 pacientes con adenocarci-
noma ductal infiltrante de mama, diagnosticadas
en el Instituto de Oncología Dr. Miguel Pérez
Carreño de Valencia, Venezuela, durante el año
2004.  El espécimen de vaciamiento axilar fue
disecado en fresco, obteniéndose los ganglios
linfáticos.  Ellos fueron seccionados en mitades,
una destinada al estudio histológico, el cual se
efectuó según el procedimiento de rutina, la
otra se guardó en tubos Eppendorf y se congeló
a –70º C para el estudio molecular.  Estos
últimos fueron cortados en un criostato, a un
espesor de 20 µm y pesados hasta obtener entre
48-52 mg de material para la prueba.  Se obtuvo
además un fragmento de tejido fresco del tumor
primario de mama como control positivo y como
control negativo, un ganglio l infático no
neoplásico.

La extracción de ARN se realizó con el Kit
RNAgents total isolation system (Promega),
empleando los volúmenes recomendados por el
fabricante de acuerdo a la cantidad de tejido
(mg) procesado.  Los extractos de ARN fueron
t ratados con inh ib idor  de ARNasas y
almacenados a -70º C en alícuotas de 5 µL para
conservar su integridad.  Para el ensayo RT-

PCR de los marcadores MMG y MAGE-A3 se
usó el kit access RT-PCR system (Promega), 49
µL de mezcla maestra preparada de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante con 50
pmoles de cada iniciador (Cuadro 1) y 1µL del
ARN diluido 1:10.  La integridad del ADNc
sintetizado, se evidenció con la co-retro-
transcripción paralela del gen gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GA3PDH) en las
mismas condiciones de reacción.

Todas las reacciones de RT-PCR fueron
desarrolladas en un volumen final de 50 mL en
las temperaturas descritas por el fabricante del
kit, la temperatura annealing para MMG fue 62º
C/30 seg, MAGE-A3 y GA3PDH 53º C/1min
(termociclador PTC 100 M.J.-Research).  En
cada set de RT-PCR, fueron incluidos controles
de reactivos sin ARN, control negativo (ARN
extraído de tejido no neoplásico) y un control
positivo (ARN extraído de tejido fresco de tu-
mor de mama primario).  Los productos de PCR
fueron sometidos a electroforésis en gel de
agarosa al 2 % y coloreado con bromuro de
etidio.

El tamaño del tumor fue obtenido del reporte
de la biopsia, medido de acuerdo a su diámetro
mayor en la pieza de mastectomía y clasificado
en tres categorías (≤ 2 cm; 2,1 cm a 5 cm o ≥ 5,1
cm).  En caso de haber recibido quimioterapia
neoadyuvante, se utilizó la medida indicada en
la historia clínica del paciente.  El grado
histológico fue el reportado en el informe de la
biopsia definitiva, determinado según el método
de Bloom y Richarson(6), modificado por Elston
y Ellis(9).

Los datos obtenidos fueron comparados
utilizando el paquete estadístico STATISTIX.
Se aplicó la prueba Chi-cuadrado (X2) para
establecer las asociaciones entre las variables
en estudio.

RESULTADOS

De los 29 pacientes cuyos GLA fueron

Cuadro 1.  Secuencia de los iniciadores para
amplificación.

Iniciador Secuencia
GA3PDH
sense5 ‘CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA3‘
GA3PDH
antisense 5‘TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC3‘
MMG
sense 5‘CCGACAGCAGCAGCCTCAC3‘
MMG
antisense 5‘TCCGTAGTTGGTTTCTCAC3‘
MAGE-A3
sense 5‘GAAGCCGCCCCAGGCTCG3‘
MAGE-A3
antisense 5‘GGAGTCCTCATAGGATTGGCTCC3‘
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evaluados, 18 casos fueron negativos al estudio
histológico y 11 presentaron metástasis.  Se
estudiaron entre 2 y 15 GLA por paciente.

El Cuadro 2, muestra los resultados de la
detección de los marcadores MMG y MAGE A-
3 destacándose la expresión ARNm de MMG
(Figura 1-A) en 8 de 11 (72,7 %) pacientes con
metástasis histológicamente demostrada y en
10 de 18 (55,6 %) sin evidencia histológica de
metástasis; mientras que el ARNm del MAGE-
A3 (Figura.  1-B) se expresó en 6 de 11 (54,5 %)
pacientes con GLA metastásicos y 6 de 18 casos
con GLA sin metástasis (33,3 %).  Se demostró
la integridad del ADNc en los casos analizados
(Figura 1-C).

Cuadro 2.  Correlación entre el análisis histológico
de los GLA y la RT-PCR

GLA GLA Concordancia
negativos positivos total

PCR- PCR+ PCR- PCR+

MMG 8 10 3 8 55,2
MAGE 12 6 5 6 62,1

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

1    2   3   4   5  C+ C-MP

1   2   3  MP 4  5  C+ C-

1   2   3  4  5  6   7  8 MP

Figura 1-C 599pb GA3PDH

Figura 1-B 605pb MAGE-A3

Figura 1-A 189pb MMG

La relación entre la expresión de los
marcadores moleculares y el tamaño del tumor
no mostró d i ferenc ia estadís t icamente
significativa (Cuadro 3).
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Al comparar los marcadores moleculares de
metástasis y el grado histológico del tumor
primario se evidencia la expresión de 1 ó 2
marcadores en dos tumores con grado
histológico I, en siete tumores con grado II y en
tres tumores con grado III, no existiendo relación
entre estas variables (Cuadro 4).

Del total de las muestras estudiadas sólo un
paciente presentaba émbolos vasculares
neoplás icos,  por  lo  tanto,  no se pudo
correlacionar la presencia o ausencia de esta
característica histológica con la expresión de
los marcadores ensayados.

DISCUSIÓN

En el presente estudio se corrobora la utilidad
de la RT-PCR en la detección de marcadores
específicos de células tumorales epiteliales
aisladas y/o micrometástasis presentes en los
GLA.  Se demostró un 72,7 % de expresión de
MMG en GLA histológicamente positivos, este
porcentaje es inferior al 91 % obtenido por
Watson y col.(17), en la expresión de MMG por
PCR de 11 GLA con metástasis histológicamente
documentadas.  Similarmente, Marchetti y
col.(18),  demostraron  expresión  de  ARNm  en
97 % de los GLA histológicamente compro-
metidos, y Aihara y col.(19), detectaron MMG en
el 100 % de 11 pacientes con GLA metastásicos.

Al emplear tejido fresco de cáncer de mama
de 165 pacientes, el 95 % expresó MMG por
RT-PCR(15).  El porcentaje de casos positivos
para MMG de este estudio es similar al obtenido
mediante inmunohistoquímica, pero como se
puede observar es inferior a lo reportado con la
técnica RT-PCR, tanto en tumor primario como
en los GLA histológicamente positivos; la razón
de estas diferencias pudiera estar asociada a la
heterogeneidad que caracteriza el cáncer de
mama y la  zona del  te j ido gangl ionar
seleccionado.

Se observó evidencia de ITC para MMG en
el 56 % de los pacientes con GLA histo-
lógicamente negativos; en nuestro caso, el
porcentaje obtenido es mayor que los reportados
por Aihara y col.(1999) y Marchetti y col.
(2001), quienes obtuvieron expresión de MMG
en 11/45 (31 %) y 46/159 (29 %) de los GLA
negativos a la histología respectivamente(19,20).
Las diferencias aquí observadas se podrían
explicar por los argumentos señalados de los
casos GLA histológicamente positivos.

La expres ión de MAGE-A3 en GLA
histológicamente positivos fue de 54,5 %, esta
expresión es superior al 19 % o 21 % obtenido
por Kown y col.(21) , en donde observan que la
variabilidad de expresión se debe al número de

Cuadro 3.  Relación de MMG y /o MAGE-A3
detectados por RT-PCR, en ganglios linfáticos
histológicamente negativos, y el tamaño del tumor
de mama.

Tamaño del tumor

<2cm 2,1 a 5cm >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

Cuadro 4.  Relación de MMG y /o MAGE-A3
detectados por RT- PCR, en ganglios linfáticos
histológicamente negativos, y grado histológico del
tumor de mama.

Grado histológico

I II III Total
Negativo 1 3 2 6
MMG o MAGE A3 2 5 1 8
MMG y MAGE A3 0 2 2 4

Total 3 10 5 18
P< 0,05
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GLA positivos analizados; cuando se han
empleado tejido mamario tumoral primario,
Taback y col.(22), obtienen expresión de MAGE-
A3 en el 100 % de 25 pacientes.

La expresión del  MAGE-A3 en GLA
histológicamente negativos fue del 33 % en el
presente estudio, se corresponde con los
hal lazgos de Washer  y  co l .(14),  qu ienes
obtuvieron expresión de este marcador en 38 %
en GLA histológicamente negativos.

En el presente trabajo no se encontró relación
entre la expresión de MMG y MAGE-A3 con
tamaño y grado histológico del tumor.  Existen
estudios que encuentran relación entre estos
parámetros y la presencia de células en sangre
periférica que expresan MMG o MAGE-A3(17,23).
No se encontraron reportes en la bibliografía
consultada que relacionen marcadores genéticos
de expresión en GLA con el tamaño y grado
histológico del tumor.

Este estudio ha demostrado que la expresión
de los marcadores moleculares MMG y MAGE-
A3, a través del ensayo RT-PCR, es útil en la

detección de ITC en GLA histológicamente
negativos, en pacientes con cáncer de mama, ya
que fueron expresados simultáneamente en 4 de
18 pacientes, mientras que 8 fueron positivos a
uno u otro marcador, es decir, el ensayo PCR
fue  capaz  de  detectar  ITC  en  12 pacientes
(66,6 %) previamente reportados como libres
de neoplasia según el estudio histológico.

Debido a que se desconoce el valor pronóstico
de la detección de ITC (por PCR o inmuno-
histoquímica)  en GLA histo lógicamente
negativos, son necesarios estudios prospectivos
que registren la evolución de las pacientes, ya
que esto ayudaría a identificar pacientes con
mayor riesgo de recurrencia y/o metástasis a
distancia, quienes podrían beneficiarse con una
terapia adyuvante más agresiva.  De igual
manera, está por determinarse cual es el
marcador o panel de marcadores que deba ser
uti l izado.  Mientras tanto y debido a la
heterogeneidad del cáncer de mama, parece
sensato recomendar el uso de al menos dos
marcadores.
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