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RESUMEN:

El cancer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente en el mundo y es la
primera causa de cancer en la mujer, en Venezuela es la segunda causa de muerte por
cancer en la mujer. El status ganglionar esta establecido como factor prondstico
importante y al comprobarse metastasis axilar la abstencion de tratamiento lleva a alto
riesgo de recurrencia, asi que la identificacion de la extension a estos ganglios linfaticos
es crucial para la determinacién del prondstico, evolucion vy tratamiento. Se pretende
demostrar la sensibilidad de la RT-PCR, a través de la deteccion de ARNm de MAGE-A
conjuntamente con el ARNm de mamoglobina humana (MMG), para determinar la
presencia de células tumorales metastasicas en ganglios linfaticos axilares en pacientes
con cancer de mama. Encontramos que la positividad simultdnea de los marcadores
pronosticé una evolucion menos favorable independientemente del tamafio del tumor y
gue la ausencia simultdnea de MMG y MAGE A- predijo un curso menos agresivo de la
enfermedad, tendencia que se observa tanto en GLA+ como en GLA-, y que la presencia
concurrente de ambos marcadores independiente del tamafio del tumor primario infiere
una mayor agresividad del cancer evidenciada por disminucién del ILE, lo que pudiese
extrapolarse como prondstico del comportamiento de esta enfermedad y ser explicado en
GLA- por el diagnéstico de micrometastasis no encontradas con la técnica habitual HE.

Palabras clave: cancer de mama, micrometastasis, RT-PCR, MAGE-A3, MMH, factores
pronosticos.



INTRODUCCION

El cancer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente en el mundo y es la primera causa de
cancer en la mujer con una frecuencia media de 411.093 muertes por afio. Actualmente todas las
mujeres tienen un riesgo de padecer cancer de mama solo por su género, se ha establecido que 1 de
cada 7 a 14 de ellas padecerd la enfermedad durante su vida, con un riesgo de morir por esa causa
que varia entre 3 y 70% dependiendo de lo avanzada que esté la enfermedad al diagnosticarla (Millan,
2008). En Venezuela es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer, en el 2003 cada 24
horas fallecieron 3 venezolanas por esta afeccion siendo detectados diariamente 9 nuevos casos de
cancer de mama. Aun cuando el carcinoma de cuello uterino llevé la delantera. Es de hacer notar que

la mayoria de las pacientes detectadas en ese afio tenian entre 35y 44 afios. (1)

El pronéstico de una paciente con cancer de mama viene marcado por la existencia de una serie de
factores denominados genéricamente factores prondsticos y por la situacion clinica en la que se
encuentre, ya sea local, regional o sistémica (estadios), El objetivo de estos factores prondsticos es el
de proporcionar al clinico indicaciones sobre el riesgo vital y de recidiva. (2) En el diagndstico del
cancer de mama el status ganglionar esta establecido como factor prondstico importante, y al
comprobarse la metastasis axilar la abstencion de tratamiento local sobre la axila conlleva a un alto
riesgo de recurrencia, por lo que la identificacion de la extension del cdncer a estos ganglios linfaticos

es crucial para la determinacién del pronéstico, evolucién vy tratamiento. (2)

La deteccion de las metastasis se hace en muestras obtenidas por biopsia que implica la extraccion
de los ganglios linfaticos axilares seguida por el examen histolégico convencional con hematoxilina y
eosina. Una desventaja del examen histolégico es que en la etapa inicial pueda pasar desapercibida la
enfermedad y tumores que son catalogados como ganglios linfaticos negativos tengan una evoluciéon
desfavorable, con aparicién de metastasis y muerte. (3, 4, 5) Se pueden hallar focos metastasicos en
el 13% de ganglios considerados negativos, si se cortan seriadamente, y este porcentaje incrementa
al 20% si se emplean técnicas de inmunohistoquimica (6). En casos que son diagnosticados
posteriores a cortes seriados y con el uso de técnicas complementarias los no diagnosticados oscilan
entre 10y 47%. (7, 8)

En el estadio inicial los parametros morfolégicos no discriminan el 30% de los casos que
evolucionaran desfavorablemente, casos que posiblemente son extension de la enfermedad no
diagnosticada y que son susceptibles de tratamiento sistémico el que por su toxicidad no puede

aplicarse de forma indiscriminada. Ademas en el cancer de mama tumores semejantes se comportan y



responden de forma distintas al tratamiento hormonal o a la quimioterapia, su comportamiento no es
uniforme ni totalmente predecible por lo que es esencial disponer de otros criterios de seleccion de

terapia. (2)

Las metéstasis se clasifican segun su tamafio, se denominan macrometastasis cuando son
mayores a 2 mm, micrometastasis iguales a 2mm y mayores a 0,2 mm, células tumorales aisladas
(CTA) iguales y menores 0,2 mm. Algunos autores han observado que la presencia de
micrometastasis e incluso de CTA se asocian con una reduccion del intervalo libre de enfermedad
(ILE), de la supervivencia y del aumento de recurrencia (9, 10). La deteccion de micrometastasis
mediante la inmunohistoquimica, citometria de flujo, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha
permitido revelar focos minimos en ganglios linfaticos histolégicamente negativos, por ello se justifica
identificar los grupos de alto riesgo para terapia oportuna y evitar los efectos de la aplicacién de esta
en pacientes de bajo riesgo. (11, 12, 13)

El método de la reaccién en cadena de la polimerasa ha sido capaz de detectar micrometastasis,
amplificando y localizando pequefias cantidades de ADN de un gen especifico, evaluando gran
cantidad de tejido mediante el empleo de iniciadores especificos para células malignas de origen
mamario. La técnica reaccién en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR) permite la
amplificacién y localizacion de moléculas de ARN y a través de esta técnica se han identificado
células metastasicas en 40% de ganglios negativos por procedimientos basicos. (14) Estudios previos
exponen la importancia del status ganglionar para el tratamiento ( 2, 15, 16), pero el significado clinico
de micrometéstasis y células tumorales aisladas esta aun por definirse, no existe evidencia suficiente
de aplicacién de técnicas de biologia molecular en el estudio de deteccién de micrometastasis en el
cancer de mama y estas se realizan generalmente en el marco de la investigacion (17, 18), si la PCR
se validara como un detector de la recurrencia de la enfermedad proveeria un complemento poderoso

para los analisis histolégicos.

En este estudio se pretende demostrar la sensibilidad de la RT-PCR, a través de la deteccion de
ARNmM de MAGE-A conjuntamente con el ARNm de mamoglobina humana (MMG), para determinar
la presencia de células tumorales metastasicas en ganglios linfaticos axilares en pacientes con

cancer de mama.

El gen de la MMG que se encuentra en el cromosoma 11g12-13, tiene una secuencia de
aminoacidos similar a la de proteinas secretoras epiteliales pertenecientes a la familia de la

uteroglobina, que son codificadas por genes de la misma regién cromosOmica. La MMG es



expresada por células epiteliales de la mama, de ahi su uso para detectar células cancerosas de
mama Yy debido a esta expresion casi exclusiva es un prometedor marcador y por tanto puede ser
uno de los primeros relativamente especificos para cancer de mama. (19) Un estudio con MMG y
MASPIN en sangre periférica reflej6 progresion de la enfermedad y probables implicaciones

predictivas en la evaluacion de la eficacia del tratamiento (20, 21)

El gen de MAGE-3 no se expresa en tejido normal, excepto en la placenta y células germinales
masculinas, pertenece a una familia de genes relacionados y localizados en el cromosoma X, los
péptidos del gen deMAGE-3 son inmunogénicos y pueden inducir citotoxicidad y anticuerpos. Ha

sido utilizado para deteccion de células cancerosas en ganglios centinelas. (22, 23, 24)

El diagnostico y el significado clinico de micrometéastasis y CTA ha sido variable y se necesitan
estudios que ayuden a su discernimiento, partiendo de ese marco referencial es evidente la
importancia del problema y la necesidad de delimitarlo en nuestro &mbito, y por ello la presente
investigacion tendra como objetivo la deteccion por técnicas de inmunohistoquimica y biologia
molecular de micrometastasis de cancer de mama mediante RT-PCR de MMG y MAGE A3, y por
técnica de inmunohistoquimica citoqueratina A1/A3 en ganglios linfaticos axilares negativos al estudio
histolégico con hematoxilina y eosina en mujeres con cancer de mama que fueron protocolizadas
para cirugia conservadora o radical con vaciamiento axilar, en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel
Pérez Carreno”, en Valencia estado Carabobo durante cuatro afios. Complementandose con la

evolucién del paciente para indagar en el significado clinico y valor prondstico.

Con este trabajo se plantea contribuir con el problema mediante técnicas mas finas (sensibles y
especificas) que alcancen el nivel de deteccion hasta micrometastasis y poder disponer de un
pronéstico temprano y un tratamiento oportuno. La enfermedad metastasica oculta puede ser un
indicador de recurrencia en casos sin metastasis ganglionar detectada por métodos tradicionales, de

ahi la importancia de un estudio minucioso y de un diagnéstico preciso.

Un 30% de los pacientes con cancer de mama con ganglios linfaticos negativos estudiados
mediante técnicas histolégicas convencionales tendran recidiva tumoral y/o fallecen. Esta inesperada
mala evolucién, en casos presumiblemente curados podria deberse, entre otras causas, a la
presencia de micrometastasis linfoganglionares no detectadas en el estudio de rutina: hematoxilina-
eosina. Esto implicaria que una proporcién importante de los tumores podrian estar
subdiagnosticados. (7, 8) Esta supuesta infraestadificacion podria deberse a la falta de sensibilidad

del estudio histolégico convencional para detectar las micrometastasis ganglionares, la técnica



habitual de diseccién de los ganglios, corte de los mismos y seleccion de una parte para inclusion en
parafina y tincibn mediante hematoxilina-eosina, plantea dos problemas: Unicamente examinamos
una porcion del tejido ganglionar, y la tincién rutinaria puede no conseguir ver pequefios cumulos de
células tumorales (25), aunque en el procesamiento se haya incluido realizar secciones a distintos
niveles para detectar metastasis de 2mm, se sugiere que el andlisis se debe complementar con otros

métodos cuando la hematoxilina-eosina es negativa para detectar enfermedad. (17)

Que en un 30% de las pacientes se presente progresion de la enfermedad, fundamenta el
empleo de metodologias en busca de poblaciones celulares metastaticas poco representadas y no
detectables en el examen microscopico convencional (micrometéstasis), ya que el prondstico y
tratamiento de pacientes con cancer de mama estd influenciado por la existencia de metastasis en
ganglios axilares. Neville, ya desde 1991 concluye en estudio con 921 pacientes, que la presencia
de micrometéastasis en ganglio linfatico se asocia con menor supervivencia libre de enfermedad y

menor supervivencia global. (26)

Revisiones recientes reflejan diferencias notables entre distintos marcadores, lo que permiten
seleccionar a los que han sido objeto de mayor nimero de estudios con coincidencia de resultados.
Se requiere poner especial atencion a este grupo de factores pronésticos capaces de reforzar la
informacion disponible por los pardmetros clasicos (tamafo tumoral, estado ganglionar, tipo
histol6gico y grado de diferenciacién) y susceptibles, por tanto, de configurar un nuevo panel de
pronéstico y diagnéstico para el cancer de mama. Y aunque el desarrollo de nuevas técnicas
moleculares para investigar micrometastasis es un area de interés creciente en investigacion, en
nuestro pais no se realizan estudios de esta naturaleza y son realmente escasos los marcadores

utilizados a nivel de tumor primario.

Para demostrar y evaluar el impacto de la deteccién de micrometastasis en la evolucion clinica
de los pacientes, se deberia determinar la utilidad de estos hallazgos por medio de estudios
prospectivos con el seguimiento clinico de las pacientes. Un aspecto a enfatizar, finalmente, es la
necesidad de unificacibn metodolégica, tanto en estudios de investigacion como en aplicaciones
asistenciales y no perder de vista que tanto las técnicas de inmunohistoquimica como las de biologia
molecular, requieren personal técnico cualificado con experiencia prolongada, metodologias
complejas, sistemas rigurosos de validacion de técnicas y control de calidad sistematico, para

garantizar resultados fiables.
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Algunas de las discrepancias entre distintos trabajos de investigacion son atribuibles a
diferencias metodoldgicas y en la practica asistencial, los errores de laboratorio se traducen en
errores terapéuticos y la interpretacion de los resultados debe estar supervisada por profesionales
con formacién en patologia y en inmunologia por lo cual el equipo de asesores de ésta investigacion
estuvo conformado por biblogo doctor en inmunologia, anatomopatélogos, y profesionales de

reconocida trayectoria en la investigacion.

La deteccidn y eliminacién de enfermedad minima residual en pacientes con tumores sélidos es
uno de los principales objetivos en oncologia clinica. Deben realizarse estudios con nhuevos métodos
qgue permitan la identificacién de células tumorales en ganglios regionales, sangre periférica y médula
Osea. Enfocarse hacia nuevos abordajes de diagnéstico para identificar enfermedad minima residual,
apoyandose en el papel de la presencia de micrometastasis como un factor pronéstico que influya en
la supervivencia libre de enfermedad y global. Contribuir con el problema mediante técnicas mas
finas (sensibles y especificas) que alcancen el nivel de deteccién hasta micrometastasis y poder

disponer de un prondstico temprano y un tratamiento oportuno

Para la correcta interpretacion de este trabajo es importante la definicion de cierta terminologia
aplicada a la oncologia, por lo que se explicara de brevemente.

1. CLASIFICACION TNM DEL CANCER DE MAMA:

La clasificacién para determinar la extensién anatémica de las neoplasias se utiliza en el
cancer de mamas desde hace 25 afios. Los continuos cambios en el diagndstico y tratamiento
hacen que se introduzcan reiteradas modificaciones en esa clasificacion. El sistema de
estadificacion TNM para el cancer de mama se basa en el tamafio del tumor primario (T), si el
tumor se ha diseminado a los ganglios linfaticos regionales en las axilas (N), y si el tumor se ha
propagado a una region distante (M). Los tumores de mayor tamafio, de propagacion nodal y
metastasicos tienen un mayor nimero de estadiaje y un peor pronéstico. La estadificacion
principal incluye el estadio O carcinoma ductal in situ, estadios I-Ill potencialmente curables y el
estadio IV, cancer avanzado diseminado a huesos, pulmones, higado o cerebro y se considera
incurable. El sistema de estadificacion del American Joint Committee on Cancer (AJCC)
proporciona una estrategia para agrupar a las pacientes segun el prondstico. Las decisiones
terapéuticas se formulan, en parte, de acuerdo con categorias de estadificacion pero,
principalmente, de acuerdo con el tamafio del tumor, el estado de los ganglios linfaticos, los

indices de los receptores de estr6geno y progesterona en el tejido tumoral, el estado del receptor



del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2/neu), el estado menopausico y la salud

general de la paciente. (27)

2. FACTORES PRONOSTICOS EN CANCER DE MAMA

Los factores prondsticos son una medida que en ausencia del tratamiento adyuvante
estima el riesgo de recurrencia y de muerte y que identifica poblacion homogénea de pacientes,
reconoce subgrupos de alto riesgo, predice resultados de intervenciones y terapéuticas, comparar
resultados de tratamientos, clasifica la evolucion del tumor y permite planificar estrategias del
seguimiento. Los factores prondésticos implican la asociacion con un periodo libre de enfermedad,
en tanto que los predictivos se asocian con la respuesta a una terapéutica empleada. Los mas
importantes son el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar axilar, el grado histolégico y los
receptores hormonales; enfatizaremos los que contrastaremos con los resultados de la

investigacion y en los que esté globalmente reconocido su papel.

2.1. Estado ganglionar: en el presente el mejor indicador prondstico en pacientes con
cancer temprano de glandula mamaria es la presencia o ausencia de metéstasis en los ganglios
linfaticos axilares. El 20 a 30% de las pacientes con ganglios negativos presentan recurrencia
dentro de los primeros 10 afios, mientras que recurren el 70% de los pacientes con ganglios
axilares positivos. Sin evidencia de metastasis ganglionares, la supervivencia a los cinco afios, es
aproximadamente 80-90%; y en presencia de algun ganglio positivo disminuye al 75%, el 60% de
ellos con uno a tres ganglios positivos y el 35% con cuatro o mas. De esta forma, la presencia de
ganglios axilares microscépicamente tumorales afecta desfavorablemente el pronéstico. La
afectaciéon de 1 a 3 ganglios conlleva a mas del 60% de recidiva en los 10 primeros afios y tiene
una incidencia de recidivas superior al 80% a los 10 afos. (29, 30) En 9 a 13 % de las pacientes
con ganglios negativos se pueden encontrar pequefios focos microscopicos metastasicos en
multiples rebajes tefiidos con hematoxilina-eosina y el porcentaje aumenta hasta en un 15 a 20%
cuando se utiliza inmunohistoquimica para detectar células neoplasicas metastasicas en los

ganglios. (2)

Una investigacion prospectiva del Grupo de Estudio Internacional del Cancer de Mama,
sefial6 que los cortes seriados de adenopatias axilares consideradas libres de enfermedad
después de un examen histolégico sistematico revelaron micrometastasis en un rango de entre el
9% vy el 20% de las pacientes que tuvieron peor intervalo libre de enfermedad (ILE) y
supervivencia global (SG) después de cinco afios, que aquellas cuyos ganglios se mantuvieron

negativos después de los cortes seriados. Los métodos inmunohistoquimicos para el diagnéstico
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de metastasis ocultas mostraron mas recurrencia y peores cifras de supervivencia para las
mujeres con carcinoma ductal infiltrante, que se convertian en ganglio-positivas como resultado

de los estudios especiales (2).

2.2. Tamafo tumoral: el tamafio del tumor primario primario es uno de los factores
prondsticos mas importantes, con la afeccidon ganglionar constituyen dos de los tres criterios
utilizados para la clasificacion (estadiaje) y tiene una asociacion directa con la sobrevida y el
estado ganglionar en la paciente. Las metastasis estan presentes en el 26% de los tumores de 1
cm o menos de diametro, comparado con el 78% en los que tiene mas de 10 cm. Un tumor de
méximo 2 cm de diametro tiene un prondstico y una supervivencia mejor si se compara con
tumores mas grandes. Los tumores de didmetro mayor de 5 cms tienen una frecuencia de
recidiva que sobrepasa al 70% a los 10 afios (29). Rosen et al, encontraron sobrevida libre de
enfermedad de 91% a los 10 afios y 87 % a los 20 afios para pacientes con carcinoma ductal o
lobulillar infiltrante con tamafio del tumor <1 cm, por otro lado aquellos pacientes con tumores
mayores tuvieron un periodo de intervalo libre de enfermedad de 70% y 60% a los 10 y 20 afios
respectivamente.( 30)

2.3. Grado histoldgico: factor prondéstico importante, ha demostrado tener valor para
predecir la sobrevida en pacientes con cancer de mama. Como regla, los carcinomas de bajo
grado tienen un mejor prondstico que los de alto grado. (32, 33) El alto grado histoldgico se ha
relacionado con mayor frecuencia a metastasis, recurrencias tumorales, muerte por enfermedad
metastasica, menor intervalo libre de enfermedad y sobrevida global mas corta. (2) El grado
histol6gico no se utiliza en el estadiaje de la enfermedad, pero si en el indice prondstico de
Nottinghan (NPI), que incorpora los tres indicadores prondsticos mas potentes de esta categoria:
el estado de los ganglios de la axila, el tamafio tumoral y el grado histolégico. Su consistencia

como factor prondstico independiente se ha demostrado. (32)

2.4. Estadiaje: esencial en la evaluacion del tumor y en la determinacién del tipo de
tratamiento; la pauta es que en las pacientes con un estadiaje mayor de la enfermedad haya una

aumento de la recurrencia, recidivas y disminucién de ILE y de la SG (33).

2.5. Receptores hormonales: la expresion de receptores de estrogeno (RE) y progesterona
(RP) positivos se correlaciona con tumores de bajo grado histolégico que responden a
tratamiento hormonal sobretodo en pacientes post-menopausicas. (2) Aproximadamente del 55%

al 65% de los carcinomas primarios de mama y del 45% al 55% de sus metastasis son receptores
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estrogénico-positivos (RE+). Se ha demostrado que los tumores RE positivos responden a la
administracion de esquema hormonal entre el 55% y el 60% y alrededor del 8% de las RE
negativos tienen mejor respuesta a las quimioterapias citotoxicas. Los tumores mejor
diferenciados son RE+ y tienen un mejor prondéstico. Por otro lado, el 45% al 60% de los
canceres de mama primarios y metastasicos tienen receptores de progesterona (RP). La
presencia de RE y RP aumenta la probabilidad de respuesta a los tratamientos hormonales entre
el 55% y el 80% en pacientes con RE+ y la falta de RP esta asociada con peor pronéstico. Hoy
dia, los RE y RP son considerados como indicadores pronosticos independientes e

indispensables. (2)

2.6. Oncogén C-erbB-2 (her-2/neu o her 2): c-erbB-2 es un oncogén del cromosoma 17
que codifica una proteina de membrana de 185 kD. Se informa amplificada en aproximadamente
30% de los carcinomas de mama y se concluye que es un factor pronostico de la supervivencia
total y del periodo libre de enfermedad en pacientes con cancer de mama y ganglios linfaticos
positivos. Esta proteina ha sido asociada con un grado histologico pobre, extension a ganglios
axilares y numero de ganglios afectados; ademas, la amplificacion del oncogén HER-2 se
correlaciona con la ausencia de receptores estrogénicos y de progesterona. La ampliacion del
gen Her 2 / nev se detecta entre un 25 — 70% de los canceres de mama y disminuye la
supervivencia de la enfermedad (Clement et a., 2004, Zudaure, 2004). Fue introducido como un
potente factor de mal prondstico, actualmente se considera una diana terapéutica con la
introduccidén del herceptin en la terapia antineoplasica, anticuerpo humanizado contra la porcién

extracelular de la oncoproteina p185 HER-2/c-erbB2/neu. (34)

2.7. Ki 67: antigeno que identifica las células proliferantes dentro de un tumor, por tanto
cuanto mayor es, mas agresivo es el tumor. La positividad se correlaciona con el grado de
diferenciaciéon tumoral, invasién vascular, metastasis en ganglios linfaticos y se relaciona de

forma inversa a la presencia de receptores hormonales. (2)

2.8. P 53: el gen p53 se localiza en el cromosoma 17 y se considera un regulador negativo
del crecimiento celular. Su mutacién constituye alteracién genética frecuente en neoplasias
malignas y se considera un factor de mal prondstico porque determina pérdida de la funcion
supresora, activacion del crecimiento celular y aumento del riesgo de progresion de la neoplasia.
(2)

2.9. Invasion estromal: se han observado ciertas caracteristicas del tumor que se

relacionan con el estroma, los tumores que contienen minima reaccién estromal son bien
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circunscritos, grado nuclear e histolégico alto, reaccion linfoplasmocitaria prominente, son
receptores de estr6geno negativos. Por otro lado, los carcinomas con estroma fibrético, escirros,
con aspecto estelar son moderadamente diferenciados con escasa reaccién linfoplasmocitaria y

son receptores de estrégeno positivos. (2)

2.10. Invasidn linfatica y vascular: las metastasis viscerales de cancer de mama se han
observado en 67% de los pacientes con invasion en comparacion con solo el 35 % de los
pacientes sin ella. Asi también las recurrencias son mas frecuentes en pacientes con invasion
vascular. . Los émbolos tumorales dentro de los vasos linfaticos predicen recurrencia local y
sobrevida global mas corta. Los émbolos tumorales linfaticos se encuentran en 10 a 15% de las
pacientes con ganglios negativos, algunos estudios han demostrado prondstico desfavorable en
estas pacientes, especial. La invasion linfatica y vascular tiene valor predictivo sobre recurrencia

local precoz y metastasis distantes e indica una mayor probabilidad de fracaso terapéutico. (2)

3. PCR PARA LA DETECCION DE MICROMETASTASIS EN TUMORES SOLIDOS

La primera descripcion del uso de la técnica de la PCR para la deteccion de neoplasias es
del afio 1988, utilizada en la leucemia mieloide crénica y en la leucemia linfoide aguda. Desde
entonces ha habido un importante incremento de publicaciones en la literatura avalando la
utilidad de la PCR en la deteccion de células tumorales. La primera aplicacién en tumoraciones
soélidas fue para la deteccién de células de melanoma cutaneo a nivel de la circulacién sistémica,
en el afio 1991. Mediante esta técnica se pudo detectar una sola célula de melanoma en 2 ml de
sangre. (35) Se han publicado numerosos estudios clinicos para detectar la enfermedad minima
residual en tumores sdlidos de acuerdo con la molécula diana utilizada, con el tumor primario y
con la localizacion secundaria examinada. El andlisis mediante PCR puede disefiarse para
detectar una célula utilizando una estructura molecular especifica -diana-. Estas moléculas diana
pueden detectarse en la sangre periférica, en los ndédulos linfaticos, en las biopsias de las

localizaciones primarias y secundarias, en la médula ésea y en otros fluidos corporales.

Las células cancerigenas presentan alteraciones genéticas para desarrollar su potencial
metastasico y podemos detectar estas alteraciones en la expresion genética a nivel tanto de
ARNmM como de ADN, en la mayoria de los tumores las alteraciones genéticas estan restringidas
al tumor y no se encuentran presentes en el tejido normal esto permite la deteccion de la célula

cancerigena en su localizacion primaria y en la secundaria con cierto grado de especificidad.
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Las translocaciones cromosomicas, se hallan caracteristicamente en leucemias y linfomas
especificos, tal como encontramos en la leucemia mielocitica cronica t(9;22) (cromosoma
Philadelphia), en la leucemia promielocitica aguda, y en los linfomas no Hodgkinianos
t(14;18)(g24;921). (36) Son excelentes secuencias para el diagnéstico con la técnica de PCR, los
genes procedentes de la reorganizacion en el punto de rotura, tras la fusion cromosémica. La RT-
PCR fue utilizada ya en el afio 1988, para determinar el ARNm de la translocacién bcr/abl en

sangre periférica de la médula 6sea en pacientes con leucemia mieloide crénica. (37)

La RT-PCR es capaz de detectar con una gran sensibilidad, reagrupaciones
cromosOmicas especificas asociadas al linfoma de células B, o al Sarcoma de Swing, sin
embargo, las translocaciones no son Unicas de un tumor especifico, tal como se evidencia por la
translocacion t(11;22) caracteristica del sarcoma de Ewing, que también puede evidenciarse en
neuroepiteliomas periféricos, tumores de Askin y en estesioneuroblastomas. No todas las
translocaciones son adecuadas para su deteccion mediante la técnica de la PCR. Algunas roturas
cromosomicas, especialmente t(8;14)(q24;q32)que se observa en el linfoma de Burkitt, son
altamente heterogéneas respecto de su posicién en el ADN y expanden un area demasiado larga
para unos primers especificos. (37, 36)

También pueden detectarse mutaciones puntuales, deleciones, reagrupaciones genéticas
y amplificacibn de oncogenes, genes supresores tumorales, factores de crecimiento, o sus
receptores. La deteccidn de algunas alteraciones genéticas tiene implicaciones pronésticas, como
la sobreexpresion de erb-B2 en el 30 % de carcinomas de ovario y en carcinomas de mama, que
se asocian a una evolucion desfavorable. Datos similares se han publicado acerca del gen n-myc

en el neuroblastoma. (38)

Sin embargo, muchas mutaciones puntuales a menudo no son especificas para un
nucledtido concreto y tienden a mutar el gen en multiples puntos, tal como sucede con el gen
tumor supresor p53 en el locus cromosémico 17p. Para detectar las diferencias entre el ADN
nativo y el mutado en base a la estructura secundaria es util la utilizacion de la técnica del
polimorfismo de conformacion de cadena sencilla (PCR-SSCP,single strand conformational
polymorphisms). Las alteraciones del gen p53 se encuentran con frecuencia en muchos canceres
humanos, pero se ha comprobado su asociacion con el sindrome de Li-Frumeni, para la

tumorogénesis. (39)
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La presencia de genes viricos o de productos genéticos en las células cancerosas nos
permite detectar las células transformadas. (40) En los carcinomas de cérvix, la deteccion de
subtipos especificos como virus del papiloma humano 16 o 18, ha derivado en implicaciones
pronésticas. También se han encontrado virus del herpes humano 8 en pacientes afectos de
sarcoma de Kaposi o leucemia del adulto por virus de la leucemia de células T humana (41). La
expresion de la proteina core del virus de la hepatitis C se asocia con cambios en la expresion de
ARN mensajeros especificos, incluyendo al gen SLC que puede estar involucrado en la

fisiopatologia del carcinoma hepatocelular (42).

La expresion especifica de un gen en un tejido permite el desarrollo y diferenciacion tnica
de cada tejido, y es de gran valor para el diagndstico del cancer. En la actualidad el marcador
mejor estudiado es el antigeno especifico prostatico (PSA) y el antigeno de membrana especifico
prostatico (PSMA) en el cancer de prOstata, le siguen la hidroxilasa tirosina para el
neuroblastoma y la tirosinasa y queratina para el melanoma maligno, la RT-PCR puede
emplearse para detectar estos marcadores en localizaciones secundarias, con expresion no
conocida del gen, por ejemplo, la mayoria de los estudios indican que las células que expresan el
PSA no se encuentran normalmente en la sangre periférica o en los ganglios linfaticos, por lo

gue su presencia seria compatible con metastasis (42).

Se han postulado diversos marcadores que se expresan por tipos de cancer diverso como
el antigeno carcinoembrionario (CEA), citoquinas, telomerasas y la gonadotropina coriénica
humana. Estos marcadores ofrecen la ventaja de que con una sola determinacién es posible
hacer un escrutinio para varias neoplasias, sin embargo, pueden aumentar de manera

inespecifica.

Mediante la PCR podemos estudiar diferentes tejidos corporales, en busca del proceso
metastasico. Por un lado, podemos estudiar la propia tumoracién obtenida mediante biopsia o
bien mediante exéresis, y por otro, los ganglios linfaticos, la médula ésea, la sangre periférica y

otros liquidos bioldgicos. (40)

La PCR, permite la caracterizacién simultdnea de mdultiples marcadores, con una muestra
relativamente pequefia y la detecciébn de células malignas en la periferia del tumor, en
comparacion al andlisis tradicional histopatolégico El analisis de los marcadores metastasicos o

de los serotipos virales congénitos, pueden ayudarnos como indicadores de pronéstico, tal como
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sucede con el carcinoma cervical y el virus del Papiloma Humano, o en el carcinoma hepatico y el
virus de la Hepatitis C. (40)

En los rastreos para cancer, la sangre venosa constituye una muestra accesible y poco
costosa, permiten la deteccion de células cancerosas en neoplasias hematopoyéticas y en
neoplasias no hematopoyéticas que se extienden por via sanguinea, cualquier marcador ausente
en la sangre periférica puede ser considerado para su uso en la deteccion de células
cancerigenas y en médula 6sea existe una buena correlacion entre los enfermos con médula
Osea positiva mediante PCR y un estadiaje histopatolégico superior, asi como con la
diseminacion metastasica. (40) Ademas de la sangre liquido ascitico en carcinoma hepatocelular
0 pancreatico, la orina en carcinoma de células transicionales, las heces en carcinoma colorrectal,
y el esputo de pacientes con carcinoma pulmonar. Los datos de la orina son méas prometedores,
se ha encontradocélulas exfoliadas de carcinoma de vejiga con mutaciones p53 o0 con

alteraciones microsatélites que son predictivas de carcinoma de células transicionales. (43)

Se han detectado células tumorales en pacientes afectos de cancer, mediante la RT-PCR,
en las biopsias de ganglios linfaticos. La RT-PCR ha sido més sensible que los métodos
tradicionales basados en anticuerpos, puesto que ha detectado la expresion de un marcador
tumoral en un grupo de ganglios linfaticos que habian sido negativos mediante
inmunohistoquimica.  Estudios recientes retrospectivos de muestras de ganglios linfaticos
incluidos en parafina y fijados con formol, han demostrado que aquellos pacientes que fueron
negativos mediante histopatologia convencional, pero positivos mediante RT-PCR, a lo largo de
su seguimiento desarrollaron enfermedad metastasica durante los 5 afios postoperatorios. Estos
datos sugieren que el estadiaje de los ganglios linfaticos mediante RT-PCR puede ser un mejor

predictor de la recurrencia de un cancer. (44)

La biologia individual de cada tipo de cancer es diferente en cuanto a alteraciones
genéticas, caracteristicas de crecimiento, y predileccion anatémica para la expansion
metastasica. En carcinoma colorrectal la forma mutada de K-ras presenta una sensibilidad del
20-65%, en biopsias de muestras de tumor, y estd presente en muestras no tumorales
(especificidad del 75%) y CEA se ha detectado de manera variable (43%-84%) en sangre
periférica, médula 6sea y biopsias de tejido y para citoqueratina-20 se requieren mas estudios
para establecer una relacion. En el cancer de higado se han utilizado, la alfa-fetoproteina (AFP),
la albumina y algunos virus (virus hepatitis B y C). Alrededor del 90% de los adenocarcinomas de

pancreas presentan mutaciones del codon 12 del gen K-ras. En el caso de carcinomas de células
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transicionales se han determinado, mutaciones del gen p53 y del gen supresor tumoral del
retinoblastoma, mutaciones del oncogén H-ras y la presencia de secuencias del virus papiloma
humano. (42)

La RT-PCR para la deteccion de carcinoma de préstata ha sido uno de los modelos mejor
estudiados, debido a la especificidad del antigeno especifico prostatico (PSA) para las células
prostaticas. Los estudios clinicos nos muestran que la RT-PCR puede detectar células circulantes
gue expresan el PSA en un porcentaje elevado de pacientes con enfermedad metastasica y en
un subgrupo de pacientes con enfermedad localizada. Las sensibilidades publicadas en la

deteccion de las células que expresan el PSA en sangre periférica, varian de 0% al 88%. (42)

Existen numerosos estudios de marcadores que se asocian con el carcinoma de mama, y
entre ellos se encuentran: deleciones del gen BRCA; amplificacion de MDR-1 y HER-2/neu;
mutaciones en el p53; isoformas de CD44; virus tumorales; marcadores especificos de tejido,
como la queratina, citoqueratina, maspina y receptores de estrogenos; y también marcadores
especificos de céancer, como la telomerasa, PSA, 3-HCG y CEA. La deteccion de marcadores
especificos de epitelio como la queratina-19 y la citoqueratina-19, presenta generalmente una
buena correlaciéon con la presencia de metéstasis. Los estudios clinicos con estos marcadores,

suelen presentar una elevada sensibilidad (90-100%) y una elevada especificidad (90-100%).

La expresion del gen de la telomerasa puede estar muy elevada en todos los canceres, y
se detecta sobre todo en la mayoria de los pacientes con carcinoma de mama metastasico (77%),
en algunos pacientes con un carcinoma confinado al érgano en cuestion (6%) y en ningun
paciente sin carcinoma de mama. (0%). No se detectan similares asociaciones entre marcadores

especificos de cancer y el carcinoma de mama, entre ellos: PSA; B-HCG, o CEA. (42)

MATERIALES Y METODO

La poblacion y muestra fue de ciento veinte y cinco (125) mujeres con cancer de mama
operadas y protocolizadas como cirugia conservadora o radical con vaciamiento axilar, en el
Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”, en Valencia estado Carabobo en el periodo
comprendido entre los afios 2004-2008, y las muestras archivadas en nitrégeno liquido en el
Banco de Tumores del LabDEI (Laboratorio de Diagnostico de Enfermedades Infecciosas
de la Escuela de Bioanalisis). Excluidas pacientes embarazadas o en periodo de lactancia con

cancer de Mama y carcinoma de mama in situ de pequefio tamafio. En estos tumores, como
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norma general, no se realiza linfadenectomia axilar porque no sobrepasan la membrana basal,
siendo su malignidad local. En este estudio transversal, no experimental de naturaleza
descriptivo, se incluyeron de la historia clinica, nombre y edad del paciente, nUmero de
historia clinica, fecha de la intervencion, nimero de ganglios extirpados y ganglios con
metéstasis presentes o no por el estudio histolégico con H-E , estadio clinico, tamafio y
grado histolégico del tumor, inmunohistoquimica para receptores hormonales, cerb-2,
Ki67 y la evolucion clinica: el intervalo libre de enfermedad (ILE), si hubo evento ILE

(metéstasis, recidiva), supervivencia global (SG) y evento SG (si ocurri6 muerte o no).

Las muestras fueron tomadas por adjuntos y/o residentes del postgrado de Cirugia
Oncolégica del Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio”, Valencia, y remitidas al
Servicio de Anatomia Patoldgica de dicho instituto. En las piezas de vaciamiento axilar en fresco
se seleccionaron ganglios linfaticos seccionados siguiendo el eje mayor, una mitad se coloc6 en
formol para su procesamiento histolégico de rutina, la otra mitad en un tubo plastico eppendorf
para su congelacion a — 70 ° C rotuladas y almacenadas en nitrégeno liquido y usadas luego para
RT-PCR con MAGE A- y MMG.

Estudio por RT-PCR:

Extraccion del ARN de muestras en fresco, utilizandose el Kit RNAgents total RNA
isolation system, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se emple6 50 mg de tejido en tubo
estéril y se adiciond 600 ul de solucién desnaturalizante y se homogenizé por agitaciéon en vortex
15-30 seg, luego se adicion6 60 ul Acetato de Sodio 2M (pH: 4.0), mezclado por inversiéon del
tubo 4 -5 veces. Se agregaron 600 ul Fenol Cloroformo Alcohol Isoamilico, mezcla por inversion
3 — 5 veces, 4°C por 20 min. centrifugado a 13.500xg por 20 min a 4°C, adicion de 400ul de
isopropanol en tubo nuevo y transferencia de la fase acuosa que contiene el ARN a tubo estéril
con cuidado de no tocar la fase organica y la interfase, y se procedi6 a precipitar el ARN con 600
ul de isopropanol. Se adicion6 igual volumen de isopropanol, mezcla por inversion, 6 veces,
incubado a 4°C por 30 minutos y centrifugados a 13.500 x g por 20 min a 4°C. Al precipitar el
ARN, se descart6 el sobrenadante y se procedio a lavar el sedimento, el pellet, adicionandole 1
ml de etanol frio al 75% y centrifugando a 13.500 x g por 20 min a 4°C. Secado del pellet al aire
por 5 -20 min, resuspension del ARN en 30 ul de agua libre de nucleasas rehidratando a 4°C por

tiempo mayor a tres horas, en ocasiones por toda la noche.

Fue utilizada la técnica tradicional de RT- PCR para el estudio por biologia molecular de la

expresion de los marcadores MMG y MAGE-A3. Se valoro la integridad de ADNc sintetizado (co-
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retrotranscrito amplificando el gen de la GAPDH). Se utilizaron controles de reactivos sin ARNm
y con ARNm negativo y positivo. Se preparé la mezcla para la RT-PCR (H20O libre de nucleasas,
buffer AMV/Tfl 5x, primers, Inhibidor de ARNasa, enzimas AMV/Tfl, ANTP, Mg2S04, DTT) y se
agregaron 49ul de la mezcla mas 1ul de ARN a cada tubo. Los primers utilizados fueron MMG y
MAGE-A3. La PCR fue realizada en un termociclador (PTC 100 de M.J.-Research), en un
volumen de reaccidén de 50 [1l. Cada mezcla de reaccién fue sujeta a 30 ciclos de amplificacion
de 95°C por 30 seg., 62°C por 15 seg., 72°C por 20 seg, se culminé la reaccién a 72 oC por 7min.
Para la electroforesis, los productos de PCR obtenidos fueron evaluados en un gel de agarosa y
corridos a 100V por 90 minutos Yy visualizadas con luz ultravioleta las bandas amplificadas con
fotodocumentacion de los resultados. Gel de agarosa 2% (tris borato EDTA 1X pH:8 y bromuro de
etidio 0,5ugml). La muestra con 2 ul buffer de carga (0,25% Azul de bromofenol, 0,25% Xilene
Cyanol FF, 30% glicerol en H20) y 10 pl de la mezcla de PCR.

Para el analisis de los datos se utilizé el programa estadistico SPSS versién 18 para
Windows 2007. Las variables fueron expresadas en frecuencias absolutas y relativas, los
resultados fueron presentados en tablas y graficos, mientras que las pruebas de asociacion se
realizaron mediante el test chi cuadrado (X2). Se consideré significativo P<0,05.

RESULTADOS

Fueron evaluadas 125 pacientes con edades entre 30 y 85 afios (51,16 + 12,80 afios).
Tomando como punto de division 50, la muestra se distribuy6 equitativamente por encima y por

debajo de dicho valor (tabla 1); el mayor porcentaje de las mismas no llegaban a los 50 afios.

Tabla 1. Distribucion de la muestra estudiada segun grupo etario.

Grupo etario (afos) Frecuencia absoluta Frecuencia relativa (%)
<50 67 53,8
2 50 58 46,2
Total 125 100

La distribucion de las pacientes segun la caracteristica morfoldgica el tamafio del tumor en
la muestra en estudio se presenta en la tabla 2, alrededor de un 40% de las mujeres evaluadas
presentaban un tamafio de tumor mayor a los 5 cm, siendo el grupo mas frecuente; a la vez se
encontré una baja proporcion de pacientes con tamafios menores a los 2 cm (tabla 2) y mas de la

mitad (53%) present6 un grado histoldgico Il (tabla 3).
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Tabla 2. Distribucion de la muestra estudiada segun el tamafio del tumor.

Tamafio del tumor Frecuencia absoluta Frecuencia relativa (%)
Tl <2cm 10 8.4
T3 <5cm 50 39.8
T4 Extension pared o 43 26,5
piel
Total 125 100

Tabla 3. Distribucion de la muestra estudiada segun el grado histolégico del tumor.

Grado Histol6gico Frecuencia absoluta Frecuencia relativa (%)
| 26 21,0
I 66 53,1
1] 33 25,9
Total 125 100

La frecuencia en cuanto a la positividad, expresion de los marcadores evaluados, se
muestra en la tabla 4, observandose porcentajes de 48% y 55% pacientes positivos para MAGE

A3 y mamoglobina, respectivamente.

Tabla 4. Positividad de los marcadores tumorales estudiados.

MAGE A3 Mamoglobina
Resultado Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
absoluta relativa (%) absoluta relativa (%)
Positivo 60 48,0 69 55,2
Negativo 65 52,0 56 44,8
Total 125 100 125 100

La evaluaciéon de ambos marcadores en las pacientes estudiadas se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Asociacion de la positividad entre los marcadores tumorales estudiados.

Mamoglobina

MACIE (e n(%) Total
n(%) . —
Negativo Positivo
Negativo 46 (36,8) 14 (11,2) 60 (48)
Positivo 23 (18,4) 42 (33,6) 65 (52)
Total 69 (55,2) 56 (44,8) 125 (100)

Aproximadamente 37% de las pacientes en estudio resultaron negativas para ambos

marcadores tumorales, mientras que 34% coincidié en la positividad de ambos parametros, un
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bajo porcentaje de pacientes fueron sélo positivo en una de ambas pruebas (tabla 5). Aplicando
la prueba de chi cuadrado, se obtuvo un valor de chi-cuadrado = 21,501 y un valor de p =0.0001,
razon por la cual se concluye que existe una asociacién estadisticamente significativa entre la
positividad o negatividad de las pacientes en el resultado de la prueba de MAGE A3 y MMG, con

un 95% de confianza.

Tabla 6. Distribucion de casos segun analisis histolégico con HE de los ganglios linfaticos
axilares (GLA) y expresion de MAGE A3 y MMG. n(%)

Analisis histoldgico GLA

125 (100)
GLA - GLA+
44 (35,2) 81 (64,8)
MARCADOR RT-PCR- RT-PCR+ RT-PCR-  RT-PCR+
MMG 30 (68,18) 14 (31,82) 39 (48,15) 42 (51,81)
MAGE A3 29 (65,91) 15 (34,09) 30 (37,03) 51 (62,96)

Se evaluaron ganglios linfaticos axilares de 125 pacientes con cancer de mama, 44
pacientes con ganglios linfaticos axilares negativos al estudio histolégico convencional con
hematoxilina y eosina (GLA-) y 81 con metastasis documentadas (GLA+) por el mismo estudio
histol6gico. En las pacientes con GLA positivos se observd una mayor frecuencia de los
marcadores tumorales positivos, en comparacién con las pacientes con GLA negativos (tabla 6).
La expresion MMG fue en 50% de ganglios con metastasis histoldgicamente demostrada y
31,82% sin evidencia histolégica de metastasis; MAGE-A3 se expresd en 58% de ganglios

linfaticos axilares metastasicos y 36% en ganglios linfaticos axilares sin metastasis.

Aplicando la prueba de chi cuadrado para evaluar la relacion entre la positividad o no de
los marcadores con la positividad en los ganglios axilares, se obtuvo un valor de chi-cuadrado =
4,63 y un valor de p =0.0315 para el caso de mamoglobina, y un valor de chi-cuadrado = 9.54 y
un valor de p =0.0020 para el caso de MAGE A3, lo que indica una asociacion estadisticamente
significativa entre la positividad del marcador y la positividad en la prueba de hematoxilina eosina,

con un 95% de confianza.

Se realizé una asociacion entre los resultados de la prueba de MAGE A3y el tamafio del
tumor, resultados que se muestran en la tabla 7. Es notable que a medida que es mayor el
tamario del tumor, aumenta la positividad de la prueba de MAGE A3 hasta la medida >5cmy

solo hubo un caso MAGEA A3 positivo en los tumores menores de 2 cm. Sin embargo, a pesar
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de la tendencia observada, aplicando la prueba de asociacion, se obtuvo un valor de chi-
cuadrado=6,523 y un valor de p=0,089, lo que indica que, al 95% de confianza, no existe
asociacion estadisticamente significativa entre el tamafio del tumor y la positividad (expresion) de
MAGE A3

Tabla 7. Asociacion entre los resultados obtenidos en la prueba de MAGE A3 vy el tamafio del

tumor.
~ Mage A3
Tamanﬁ(gl/(()a)l tumor n (%) Total
Negativo Positivo

Tl <2cm 6 (7,2) 1(1,2) 7(8,4)
T2 2-5cm 11 (13,3) 10 (12,0) 21 (25,3)
T3 <5cm 15 (18,1) 18 (21,7) 33(39,8)
'Fl)'fél Extension pared o 7(8.4) 15 (18,1) 22 (26,5)
Total 39 (47,0) 44 (53,8) 83 (100)

En lo que respecta a la prueba de MMG, la asociacién de la misma con el tamafio del
tumor, se encuentra en la tabla 8. Igual que en MAGE A3 y su asociacion con el tamafio del
tumor, a medida que aumenta el tamafio del tumor, aumenta la positividad de la prueba de MMG
(tabla 8), y en este caso, aplicando la prueba de asociacion, se obtuvo un valor de chi-
cuadrado=9,484 y un valor de p=0,024, lo que indica que, al 95% de confianza, existe asociacion
estadisticamente significativa entre el tamafio del tumor y la positividad o no de la prueba de la
MMG.

Tabla 8. Asociacién entre los resultados obtenidos en la prueba de MMG y el tamafio del tumor.

Tamano del tumor Mamoglobina

n(%) Total
L) Negativo Positivo
Tl <2cm 6 (7,2) 1(1,2) 7 (8,4)
T2 2-5cm 13 (15,7) 8(9,6) 21 (25,3)
T3 <5cm 18 (21,7) 15 (18,1) 33(39,8)
T4 Extension pared/piel 6 (7,2 16 (19,3) 22 (26,5)

Total 43 (51,8) 40 (48,2) 83 (100)
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Tabla 9. Intervalo libre de enfermedad y tamaifio del tumor de mama en pacientes GLA+/- y con
expresion o no expresion simultanea de los marcadores MMG y MAGE-AS3 por RT-PCR

GLA T* MAGE/MMG INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD (afios) TOTAL
lo< 2 3 4 50>

+ 1*  ++ 0

+ 2 4+ 4 4

+ 3 ++ 6 2 2 10

+ 4 ++ 5 1 6

total 15 2 2 1 20

+ 1 -- 1 1 (100)

+ 2 -- 1* 3 4 (100)

+ 3 -- 1 2 1 4 (100)

+ 4 -- 2 2 (100)

total 1 1 5 4 11

- 1 ++

- 2 4+ 1 1 (100)

- 3 ++ 1 1 2 (100)

- 4  ++ 2 1 3 (100)

total 4 2 6

- 1 -- g 3 (100)

- 2 -- 1** 4 5 (100)

- 3 -- 1 1 4 7 (100)

- 4 -- 1 1 (100)

total 0 1 1 12 15

T* tamafio del tumor de mama

1* (<2cm), 2 (2,1 a 5¢cm), 3 (>5cm), 4 (Tumor de cualquier tamafio con extension directa a la pared toracica o piel) ++ presencia
simultdnea de MMG y MAGE-A3

n(%) ** caso Triple negativo *sobrevida global de 4 afios

Al comparar la expresion simultdnea de MMG Y MAGE A3 y el tamafio del tumor primario
(T1, T2, T3, T4), con el ILE se evidencid el mayor porcentaje de expresion en los pacientes con
mayor tamafio del tumor pero ademas se encontr6 la tendencia evidente que el intervalo libre de
enfermedad disminuye marcadamente al estar presente simultAineamente ambos marcadores

independientemente del tamafio del tumor (tabla 9 y figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica del Intervalo libre de enfermedad y tamafio del tumor de mama
en pacientes GLA+/- y con no expresiéon o expresion simultanea de los marcadores, MMG y MAGE-A3 por
RT-PCR. El tamafio del tumo esté clasificado como tamario 1 (), tamafio 2 (), tamario 3 () y tamario 4
(®). El grupo de pacientes con ganglios linfaticos positivos esté clasificado en aquellos con la expresion de
ambos marcadores tumorales (A) y aquellos sin expresion de marcadores (B). El grupo de pacientes con
ganglios linfaticos negativos, esta clasificado igualmente en aquellos con la expresibn de ambos
marcadores tumorales (C) y aquellos sin expresion de marcadores (D).

Fue evaluada la relacién existente entre la prueba de MAGE A3 y el grado histolégico del
tumor, tabla 10.

Tabla 10. Asociacion entre los resultados obtenidos en la prueba de MAGE A3y el grado
histolégico del tumor.

. L MAGE A3
Grado I:E(?/(t);)loglco | N (%) _ Total
Negativo Positivo
I 9(11,1) 8(9,9) 17 (21,0)
Il 24 (29,6) 19 (23,4) 43 (53,0)
11 6 (7,4) 15 (18,6) 21 (26,0)

Total 39 (48,1) 42 (51,9) 81 (100)
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El grado histologico menor es el que posee el menor niUmero de casos positivos a la
prueba de MAGE A3, en comparacion con los grados Il y lll donde estan ubicadas la mayoria de
las pacientes con expresion del marcador, sin embargo no se observa una relacién clara entre
estas dos variables, de hecho, la prueba de asociacion arroj6é un valor de chi-cuadrado=4.39 y un
valor de p=0.1112, lo que indica que no hay asociacion estadisticamente significativa entre la
positividad de la prueba de MAGE A3 y el grado histologico del tumor, igual que en lo que
respecta a la asociacion de la expresion de MMG en asociacion con el grado histolégico del
tumor, (tabla 11), en la que no se obtuvo asociacién estadisticamente significativa entre la

positividad de la prueba de MMG vy el grado histolégico del tumor (chi-cuadrado=4,17; p=0.1243).

Tabla 11. Asociacion entre los resultados obtenidos en la prueba de Mamaglobina y el grado
histol6gico del tumor.

Grado Histolégico Mamoglobina

n(%) Total
) Negativo Positivo
I 9(11,1) 8(9,9) 17 (21,0)
Il 26 (32,1) 17 (20,9) 43 (53,0)
11 7 (8,6) 14 (17,3) 21 (26,0)
Total 42 (51,9) 39 (48,1) 81 (100)

Fue evaluada la relacién existente entre la prueba de MAGE A3 y el estadio clinico de la
enfermedad (tabla 12).

B R R
o N b
1 1 1

ENEG
EPOS

Frecuencia Absoluta

o N &~ O ®
1

Grado Histoldgico

Figura 2. Representacion gréfica de la relacion entre la positividad o no de ambos marcadores con el
grado histolégico del tumor en el cual se muestran los casos positivos [ff) y negativos (§) a las pruebas de
los macadores tumorales MAGE A3 y MMG.
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Tabla 12. Intervalo libre de enfermedad y grado histologico del tumor de mama en pacientes
GLA+/- y con no expresion o expresion simultanea de los marcadores, MMG y MAGE-A3 por RT-

PCR
GLA GH* MAGE/MMG INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD (afios) TOTAL
lo< 2 3 4 5 0>

+ 1 ++ 4 1 5
+ 2 4+ 5 1 1 1 8
+ 3 4+ 3 5 8
total 12 5 2 1 1 21
+ 1 -- 1 1 2
+ 2 -- 1 2 2 1 6
+ 3 -- 0
total 1 2 3 2 8
- 1 ++ 1 1
- 2 4+ 1 1
- 3  ++ 4 4
total 4 2 6
- 1 -- 1 2 3
- 2 -- 3 1 4 8
- 3 -- 1 2 3
total 3 3 8 14

GH*: grado histoldgico del tumor de mama
n(%)

Fue aplicada la prueba de chi cuadrado para evaluar la relacion existente entre la
positividad o no de ambos marcadores con el grado histolégico del tumor se observé asociacion
estadisticamente significativa (chi-cuadrado =5.89; p=0.0526), observandose que a mayor grado
histologico mayor es la expresion de ambos marcadores. De la misma forma, se obtuvieron
resultados similares al relacionar la expresion de MMG y MAGE A3 con el tamafio del tumor (chi-
cuadrado=7.92; p=0.0191)

Tabla 13. Asociacion entre los resultados obtenidos en la prueba de MAGE A3y el estadio
clinico de la enfermedad.

Estadio clinico de MAGE A3
la enfermedad n(%) Total
n(%) Negativo Positivo
I 4 (4,4) 1 5 (5,6)
I 24 16 40 (44,4)
1] 20 (22,2) 23 (25,6) 43 (47,8)
1\ 0(0,0) 2(2,2) 2(2,2)

Total 48 42 90 (100)
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En las pacientes con estadio clinico | solo hubo expresion de MAGE A3 en 1 de 4
pacientes diagnosticadas como estadio I, mientras que se expresd en aproximadamente mitad, o
mas de la mitad de las pacientes diagnosticadas como estadio clinico Il y Il (16 de 40 y 23 de

43 respectivamente) y en todas las pacientes en estadio IV (tabla 13)

Tabla 14. Asociacion entre los resultados obtenidos en la prueba de Mamoglobina y el estadio
clinico de la enfermedad.

Estadio clinico de Mamoglobina
la enfermedad n(%) Total
n(%) Negativo Positivo
I 5 (5,6) 0 (0,0 5(5,6)
Il 20 (22,2) 20 (22,2) 40 (44,4)
1] 18 (20,0) 25 (27,8) 43 (47,8)
\Y 0 (0,0) 2(2,2) 2(2,2)
Total 43 47 90 (100)

Similar a MAGE A-3, en las pacientes con estadio clinico | no hubo expresiéon de MMG,
mientras que se expreso en la mitad o mas de la mitad de las pacientes diagnosticadas como
estadio clinico Il y lll y en todas las pacientes en estadio IV (tabla 14), a pesar de lo descrito no
se obtuvo asociacion estadisticamente significativa entre el estadio clinico de la enfermedad y la
positividad del marcador tumoral MAGE A3 (chi-cuadrado=2.86; p=0.0910) y MMG (chi-
cuadrado=2.18; p=0.1396).
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]
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E
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o A 0 A T T T
120« 13-24 25-36 37-48 49-60 =60 240« 25-48 49-60 < 60
Intervalo Libre de Enfermedad [meses) Supervivencia Global (meses)

Figura 3. Representacion grafica del Intervalo libre de enfermedad y supervivencia global (SG), en el cual
se muestran los casos positivos [fl) y negativos (§) a MAGE A3 (Ay B)y MMG (Cy D).
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Al comparar la presencia de MAGE A o MMG con el ILE y la SG, en ambos caso la
mayor proporcion de casos se ubican en el menor tiempo de evolucién al estar presente
cualquiera de los marcadores y cundo no el marcador no se expreso los casos presentaron
mayor tiempo de evolucién libre de enfermedad y de SG. Se obtuvo asociacidén estadisticamente
significativa en la positividad de la prueba de MAGE A3y el ILE (chi-cuadrado=25.11; p=0.000);
asi como con la prueba de MMG vy el ILE (chi-cuadrado=15.54; p=0.0004). Al asociar la
supervivencia global con la positividad de los marcadores, tan sélo se obtuvo asociacién

estadisticamente significativa con el marcador MMG (chi-cuadrado=19.43; p=0.0001).

DISCUSION

Los carcinomas de mama representan un grupo de tumores que muestra un
comportamiento bioldgico muy diverso y una gran variabilidad clinica. La clasificacion histolégica
actual de los carcinomas de mama no refleja la heterogeneidad de los tumores en su
comportamiento biolégico ni permite identificar los pacientes que presentaran mejores respuestas
y beneficios con las diferentes modalidades terapéuticas. (45) De ahi el interés de investigar
marcadores tumorales eficaces en la deteccién precoz, con fines prondsticos, que evallen la

respuesta terapéutica, o que detecten recidivas.

Este estudio demostré la expresion de MMG en solo 51% de 81 ganglios linfaticos con
metéastasis histologicamente documentadas, (GLA+) porcentaje inferior al 91 % obtenido por
Watson en 11 pacientes, por Marchetti en el 97% de los ganglios linfaticos histolégicamente
comprometidos, y de Aihara et al, que en 1999, detectaron MMG en el 100 % de 11 pacientes
con ganglios linfaticos axilares metastasicos. (46, 47, 49) Sin embargo, Bhargava, 2007,
comparé6 la sensibilidad y la especificidad de un cOctel de anticuerpos de anti-mamaglobina
GCDFP-15 en una serie de 29 carcinomas de mama con metastasis de ganglios linfaticos (en
secciones enteras del tejido) y 63 carcinomas de mama. Los autores reportaron positividad de la
mamaglobina en 67 de 121 (55%) carcinomas de mama, resultados si comparables a los

obtenidos en esta investigacion. (48)

El porcentaje de casos positivos para MMG de este estudio es similar al alcanzado por
Bhargava quien estudié zonas extensas de ganglios linfaticos metastasicos (GLA+) y en el
tumor primario, pero inferior a lo reportado por otros autores, tanto en tumor primario como en
GLA+; la raz6n de estas diferencias pudiera estar asociada a la heterogeneidad que caracteriza

al cancer de mama y/o a la zona del tejido ganglionar seleccionado, en esta investigacion se
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estudiaron sélo zonas de un ganglio protocolo y no la totalidad de la muestra para no

comprometer el diagndstico histoldgico. (48)

Encontramos que se expresaron ambos marcadores en mas del 50% de los GLA y que la
presencia de MMG y MAGE-A3 se mantuvo en la proporcion esperada en los que se encuentra
mayor porcentaje de expresiéon de MAGE-A3 con respecto a MMG. Hubo expresion de MMG
en 31% pacientes con ganglios linfaticos histolégicamente negativos; (14 de 44) el porcentaje
es similar a Marchetti (2001) y Aihara (1999) quienes obtuvieron expresion de MMG en 31%
(11de 45) y 29% (46 de 159) de ganglios linfaticos negativo a la histologia. (46,47)

La expresion de MAGE-A3 en GLA+ fue 62% de 81 pacientes, esta expresion es
superior al 19 % y 21% encontrado por Kown en ganglios linfaticos, e inferior a estudios en los
gue se empled tejido mamario tumoral primario, como Taback et al., que en 25 pacientes
estudiados obtuvieron expresion de MAGE-A3 en el 100 %, la variabilidad de expresién pudo
estar relacionada con la menor cantidad de tejido analizado. (50) La positividad del MAGE-A3 en
GLA- fue 36 %, (16 de 44), se corresponde con hallazgos de Washer et al., que obtuvieron
expresion de este marcador en 38 % de pacientes GLA-. Estos resultados sugieren que MMG y
MAGE-A3 podrian ser marcadores de metéstasis axilares de mama en ganglios axilares

negativos al estudio histolégico. (51)

El tamafio del tumor es un factor pronéstico importante ya que tiene una asociacion directa
con la sobrevida y el estado ganglionar en la paciente (2), en la correlacion entre la expresion de
MAGE A3 y el tamafio del tumor, (tabla 7), se encontré que a medida que es mayor el tamafio del
tumor, es mayor el porcentaje de pacientes que expresan este marcador. MAGE A3 estuvo
presente en la mitad de los pacientes con tumores T2 (10 de 21) y en mas de la mitad de los
pacientes con tumores T3 yT4 (18 de 33 y 15 de 22 respectivamente), en oposicion solo 1 de 7
de los pacientes con tamafio T1 expresd el marcador. Cuando se discriminé la relacién entre el
tamanio del tumor y la positividad de MAGE A3 por GLA- y GLA+ se mantuvo la misma tendencia.
Y cuando se relacioné la presencia simultdnea de los marcadores MMG y MSGA A3 con el
tamafio del tumor en los GLA+ ambos marcadores se expresaron a la vez en mas de la mitad de
los pacientes con el mayor tamafio del tumor, (T3), y no se expresaron en paciente con el menor
tamafio del tumor (T1). Se mantiene similar proporcién de ambos marcadores en GLA-, ambos
marcadores se expresaron paralelamente en la mitad de pacientes con mayor tamafio del tumor
(T2 y T3) y no hubo positividad simultanea de los marcadores en los pacientes con el menor

tamaiio del tumor (T1).
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Al comparar la expresion simultdnea de MMG Y MAGE A3 y el tamafio del tumor primario
(T1, T2, T3, T4), con el ILE se evidencié el mayor porcentaje de expresién en los pacientes con
mayor tamafio del tumor pero ademas se encontré que el estar presente simultdneamente ambos
marcadores se relacion6 con un menor intervalo libre de enfermedad independientemente del
tamafio del tumor (tabla 9). El incremento del tamafio del tumor primario se asocia con un
aumento en la mortalidad por cancer de mama, es un hecho conocido que el tamafio tumoral es
un factor pronostico del comportamiento de esta enfermedad (52), pero aunque en la
investigacion la expresion de los marcadores se asocidé a tumores de mayor tamafio,
encontramos como su positividad simultdnea pronostica una evolucibn menos favorable
independientemente del tamafio del tumor y que la ausencia simultanea de MMG y MAGE A.
predice un curso menos agresivo de la enfermedad tendencia que se observa tanto en GLA+
como en GLA-.

La presencia concurrente de ambos marcadores independiente del tamafio del tumor
primario infiere una mayor agresividad del cancer evidenciada por disminucién del ILE, lo que
pudiese extrapolarse como prondstico del comportamiento de esta enfermedad y ser explicado en
GLA- por el diagnostico de micrometéstasis no encontradas, la presencia de micrometastasis e
incluso de CTA se asocia con una reduccién del intervalo libre de enfermedad (53, 54) habra que
dilucidar con los resultados de IHQ la presencia de enfermedad en GLA- que al contrastar con
esta expresion simultanea de MAGE A- y MMG esta expresién pueda ser predictiva de

evolucion.

Nufiez y colaboradores en tumores primarios de cancer de mama de 128 pacientes
encontraron que la expresion de MMG reflejé un fenotipo tumoral menos agresivo, mientras que
en el presente estudio la expresion de MMG vinculado al MAGE A3 parece indicar mayor
agresividad en la enfermedad. (19) En este trabajo pareciera que la tendencia es que la
presencia de solo MMG se correspondiese con un comportamiento algo menos agresivo de la
enfermedad, diferente esto a la positividad de MAGE A3, pero es evidente y significativo que al
estar expresado simultaneamente MMG con MAGE-A3 cambia el comportamiento prediciendo
esta sinergia un curso mas agresivo de la enfermedad. Al comparar la presencia de MAGE A o
MMG con el ILE y la SG, en ambos caso la mayor proporcién de casos se ubican en el menor
tiempo de evolucién al estar presente cualquiera de los marcadores y cundo no el marcador no se

expreso los casos presentaron mayor tiempo de evolucion libre de enfermedad y de SG (figura 3).
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El grado histologico es un factor prondstico importante que ha mostrado tener valor para
predecir la sobrevida en pacientes con cancer de glandula mamaria. El alto grado histoldgico se
relaciona con mayor frecuencia a metastasis, recurrencias tumorales, muerte por enfermedad
metastasica, menor intervalo libre de enfermedad y sobrevida global mas corta (2, 54), en esta
investigacion se encontrd que la expresién de los marcadores fue mayor en los pacientes con
mayor grado histolégico, GH3, en la relacion entre la expresion simultanea de estos marcadores y
el grado histologico del tumor primario, (figura 2). Aunque esta establecido que los pacientes
con menor grado histolégico tienen mejor pronostico cuando se compararon los pacientes con
GH1 que presentaron la expresion de ambos marcadores, estos pacientes que se consideran de
mejor evolucion contradictoriamente presentaron un ILE mucho menor a lo esperado de acuerdo
a su GH, de igual manera se observé que ambos marcadores MMG y MAGE A3 eran positivos
tanto en los pacientes con GLA+ como en los pacientes con GLA- y en ambos se visualiza esa
tendencia que en presencia simultainea de MMG y MAGE A3 disminuia el intervalo libre de
enfermedad independientemente del GH del tumor primario (tabla 12).

El grado histol6gico es reconocido como un factor pronostico clasico, que ha ganado
aceptacién como un indicador de la agresividad tumoral y se ha demostrado la importancia de su
determinacion en pacientes con pequefios carcinomas, Joensuu et al, evaluaron 265 casosy la
supervivencia causa-especifica, a los 20 afios la supervivencia para los Tla y T1b fue del 81%;
sin embargo, ninguna de las pacientes con tumores bien diferenciados, GH1, murié de cancer de
mama. En este trabajo los pacientes con GH1, T1 en los cuales fuesen expresados de manera
simultdnea ambos marcadores, MMG y MAGE-A3- se encontré un intervalo libre de enfermedad
generalmente de 1 afio o menor y en aquellos pacientes GH1, T1 en los que no hubo presencia
de ninguno de marcadores el ILE fue mayor de 5 afios para la mayoria de estos pacientes. Esto

de manera superponible tanto en pacientes GLA+ como en pacientes GLA- . (56)

El presente estudio ha demostrado que la expresion de los marcadores moleculares MMG
y MAGEAS, a través del ensayo RT-PCR, es util en la deteccion de enfermedad en ganglios
histologicamente negativos y que al expresarse simultaneamente independientemente del
tamafio del tumor y del grado histolégico del tumor primario pronostican un intervalo libre de
enfermedad menor derivando en una mayor agresividad de la enfermedad, prediciendo una peor

evolucion.

Sin embargo se desconoce el valor pronéstico de la deteccion de CTA (por PCR o

inmunohistoquimica) en GLA histol6gicamente negativos y son necesarios estudios prospectivos
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gue ayuden a identificar pacientes con mayor riesgo de recurrencia y/o metastasis quienes
podrian beneficiarse con una terapia adyuvante mas agresiva. De igual manera, esta por
determinarse cudl es el marcador o panel de marcadores que deba ser utilizado. Mientras vy
debido a la heterogeneidad del cancer de mama, parece sensato recomendar el uso de varios
marcadores.
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