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Resumen

Aproximadamente el 30% de las pacientes con
carcinoma mamario desarrollan metastasis. La proteina
denominada mamaglobina A (MGA) es parte de la fami-
lia de las secretoglobinas y su expresion es altamente es-
pecifica del epitelio mamario normal y neopldsico. Con
el objetivo de detectar células tumorales circulantes se
investigé la expresion de MGA en sangre periférica de
pacientes con cdncer de mama de los hospitales provin-
ciales de la zona de Rosario, y se analizd la correlacion
entre la deteccién de MGA y la presencia de metastasis
ganglionares, el tamafio tumoral, y la presencia de re-
ceptores hormonales en el tumor. Las células nucleadas
de sangre venosa de las pacientes (n=54) o de los donan-
tes sanos (n=15) se obtuvieron mediante un gradiente
de densidad de Percoll. EI ARN total de cada muestra
se aislé mediante el reactivo TriZol. La expresién de
MGA se detecté mediante RT-PCR, con cebadores es-
pecificos para amplificar una secuencia de 201 bp del
ADNCc. Como control positivo se utilizo ARN obtenido

de tejido de mama normal. El andlisis de correlacién se
realizé mediante el uso de tablas de contingencia apli-
cando el test de Fisher. No se encontré asociacion signi-
ficativa entre la detecciéon de la MGA y el compromiso
ganglionar axilar (p=0.7), el tamafio tumoral (p=0.7) o
la presencia de receptores de estrégenos (p=0.1) o de
progesterona (p=0.7). No se detect6 MGA en ninguna
de las muestras de sangre de individuos sanos indicando
alta especificidad. La deteccién de MGA podria ser un
marcador prondstico independiente de la enfermedad, y
podria contribuir en la evaluacion del tipo de tratamiento
a brindar a las pacientes.

Introduccion

El céncer esporadico surge principalmente a
partir de mutaciones en células somaticas, y es el re-
sultado de un desarreglo genético, acumulado a través
del tiempo'. El cancer puede desarrollar el proceso de
metastasis tumoral, que comprende la diseminacién de
células neoplésicas, por via sanguinea o linfética, a sitios
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secundarios, cercanos o distantes, donde proliferan para
formar una masa extravascular de células tumorales®. Se
estima que solamente 1 de cada 10°-10° células neopla-
sicas diseminadas va a ingresar a tejidos distantes del
tumor primario, y que s6lo un pequefio porcentaje de
estas células, va a desarrollar una enfermedad metastasi-
ca’*, Las células tumorales circulantes (CTC) incluyen
células quiescentes o dormidas y microresiduos celula-
res desprendidos del tumor primario®.

El carcinoma mamario sigue siendo el tipo de
céncer mds frecuentemente diagnosticado en las mujeres
alrededor del mundo, y se encuentra entre las principales
causas de muerte por cancer en la mujer®’. A pesar de las
mejoras en la detecciéon y en el tratamiento del cancer
de mama, aproximadamente un 30-40 % de las pacien-
tes finalmente fallece por la enfermedad. El desarrollo
de una enfermedad metastasica es la principal causa de
estas muertes®. Las CTC serfan detectables antes del de-
sarrollo de metdastasis’.

Las células de cdncer de mama expresan co-
munmente varios marcadores como las citoqueratinas,
el antigeno carcinoembriogénico, el CA 15.3, el receptor
del factor de crecimiento epidérmico y el c-erbB-2, entre
otros®!°, Sin embargo, estos marcadores presentan una
sensibilidad y/o especificidad insuficiente para detectar
CTC provenientes del carcinoma mamario''.

En 1996 Watson y Fleming aislaron el ADNc
de la mamaglobina A (MGA), obtenido a partir de una
muestra de adenocarcinoma mamario?. La mamaglo-
bina exhibe homologia con varias proteinas secretorias
epiteliales, formando asf parte de la superfamilia de las
secretoglobinas'>!4, La MGA y la mayoria de los otros
miembros humanos de la superfamilia se localizan en
el cromosoma 11q12.3-13.1, donde se encuentran de
manera agrupada'>!®, Estudios previos sugieren que la
expresion de MGA no estaria asociada con la lactancia
sino con la proliferacién de la glandula mamaria y la di-
ferenciacion terminal'®. Sin embargo, hasta el dia de hoy
la funcién de la MGA continda siendo desconocida'®.

Entre los factores prondstico en el cancer de
mama, la presencia o ausencia de metastasis en los gan-
glios linfaticos es el mds importante a la hora de decidir
el tratamiento a seguir en dicho cadncer'”'8, Respecto del
tamafio tumoral, un tumor de didmetro méaximo de 2 cm
implica un prondstico y una supervivencia mejores que si
se lo compara con tumores mas grandes'. En tanto que
las pacientes con tumores que expresan receptores de es-
trégeno y de progesterona, presentan un mejor prondstico
que aquellas con receptores hormonales negativos®.

En este estudio se investigd la expresion de MGA
en sangre periférica de pacientes con cancer de mama de
los hospitales provinciales de la zona de Rosario, con el
objetivo de detectar CTC. Ademas se analiz6 la correla-
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cién entre la detecciéon de MGA vy la presencia de metés-
tasis ganglionares, el tamafio tumoral, y la presencia de
receptores hormonales en los tumores estudiados.

Materiales y Métodos
Pacientes

Se utilizaron muestras de sangre de pacientes
con cancer de mama (sin antecedentes familiares de
cancer ginecoldgico), que concurrieron a los servicios
de Patologia Mamaria de los Hospitales Centenario y
Provincial de la ciudad de Rosario, y del Hospital Eva
Perén de Granadero Baigorria. Dichas muestras se ob-
tuvieron por puncion venosa y se colectaron en tubos
con heparina, al realizarse el diagnéstico de cdncer. Se
utilizaron, ademds, muestras de tejido de mama normal
de pacientes sometidas a mamoplastias y muestras de
sangre heparinizada de donantes sanos.

En todos los casos se solicit6 el consentimiento
escrito de las pacientes o de los donantes para el uso
de las muestras con fines de investigacién. El presente
trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética del Hos-
pital Provincial del Centenario de Rosario.

Separacion de células nucleadas de circulacion periférica

Las células nucleadas de sangre venosa de las
pacientes o de los donantes sanos se obtuvieron median-
te un gradiente de densidad de Percoll. La preparacién
de las soluciones de Percoll (Fluka, Steinheim, Alema-
nia) se adaptd del manual de instrucciones de Amersham
Biosciences?!. Se recuperaron las células de la interfa-
se entre el Percoll y la sangre por aspiracion con pipeta
Pasteur. Luego de los lavados, se utilizé el pellet con las
células para la extraccion del ARN total.

Obtencion del ARN total

El ARN total de cada muestra de células y de
tejido mamario normal se aislé mediante el reactivo co-
mercial TriZol (segin recomendaciones del fabricante).
La concentracién y la pureza de las muestras de ARN
se estimaron mediante mediciones de absorbancia en un
espectrofotometro Ultrospec 2000 (Amersham Pharma-
cia Biotech, Uppsala, Suecia) a las longitudes de onda
de 260 y 280 nm.

Deteccion de la expresion de MGA

La expresion de MGA se detecté mediante RT-
PCR. La retrotranscripcion se llevé a cabo utilizando la
transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Madison, WI,
USA). La amplificacién del ADNc de MGA se realizé me-
diante una PCR anidada, utilizando la enzima Taq ADN
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), con 2 pares
de cebadores especificos para amplificar una secuencia de
201 bp del ADNc??. Como control positivo en la RT-PCR
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se utilizé también ARN obtenido de tejido de mama nor-
mal. Como control de contaminacién se utiliz6 H,O en
lugar de las muestras. Se utilizé6 ademds la amplificacién
de B-actina como control de la RT-PCR. La amplificacién
de p-actina se realizé con cebadores especificos (Biodyna-
mics, Buenos Aires, Argentina) para obtener un fragmento
de 289 bp. Los productos se analizaron en geles de aga-
rosa al 2% y se tifieron con bromuro de etidio. Los geles
se visualizaron por fluorescencia en un transiluminador
UV (UVItec, Cambridge, MA, USA). Como marcador de
peso molecular se empleé el marcador CienMarker (100-
1000 pb, Biodynamics, Buenos Aires, Argentina).

Andlisis estadistico

El andlisis de correlacion entre la presencia de
MGA en sangre periférica de las pacientes y los factores
prondsticos investigados se realiz6 mediante el uso de
tablas de contingencia aplicando el test exacto de Fis-
her. Un valor de p < 0.05 se consider¢ estadisticamente
significativo.

Resultados
Caracteristicas de las pacientes

Se evaluaron muestras de sangre provenientes
de 54 pacientes con cdncer de mama. En la tablalse in-
dican las caracteristicas de los tumores del grupo de pa-
cientes estudiadas.

La expresion de MGA se detectd en el 40.7 %
(22/54) del total de muestras de pacientes analizadas (fi-
gura 1). La figura 2 muestra los resultados del andlisis de
las muestras de 3 de las pacientes estudiadas. En ninguna
de las muestras de sangre de individuos sanos se detectd
la expresién de MGA. En todas las muestras estudiadas
se encontrd la expresion de -actina (figura 3).

El 39,1 % (9/23) de las pacientes con metastasis
en ganglios axilares y el 44 % (11/25) de las pacientes
sin metdstasis ganglionar presentaron MGA.

De las pacientes que presentaron un tamafio tu-
moral > 2 cm, un 43,5 % (10/23) eran MGA (+).

Un 61,5 % (8/13) de las pacientes con recepto-
res de estrégeno negativos y un 36,4 % (8/22) con recep-
tores de progesterona negativos, expresaron el marcador
en sangre.

No se encontré asociacion significativa entre
la deteccién de MGA y el compromiso ganglionar axi-
lar (p=0.77), el tamaiio tumoral (p=0.77) o la presencia
de receptores de estrogenos (p=0.09) o de progesterona
(p=0.76) (tabla 2).

Discusion
El curso clinico de las pacientes podria estar
afectado negativamente por la presencia de CTC en san-

gre periférica, no detectadas ficilmente con las técnicas
anatomopatoldgicas tradicionales'®. La posibilidad de
detectar una diseminacién maligna en sus etapas ini-
ciales seria muy valiosa, debido a que podria tener im-
plicaciones prondsticas y terapéuticas importantes®. La
mamaglobina A serfa un candidato prometedor como
marcador prondstico de cdncer de mama, considerando
su especificidad tumoral y su sensibilidad, permitiendo
la deteccién de CTC en sangre de pacientes con carcino-
ma mamario primario y metastdsico®.

En el presente estudio la expresiéon de MGA se
detectd en sangre periférica en el 40,7 % de las pacientes.
Por el contrario, MGA no se detectd en muestras de sangre
de individuos sanos, confirmando una alta especificidad
para MGA como marcador de células derivadas de tejido
mamario. Estos resultados coinciden con los reportados
por trabajos previos que demuestran la especificidad del
marcador, al detectar el mismo en las pacientes con carci-
noma mamario pero no en los individuos sanos*?%,

En este estudio no se encontraron asociaciones
significativas entre la presencia de MGA en sangre pe-
riférica de las pacientes y otros factores prondsticos del
tumor, lo cual concuerda con resultados obtenidos por
otros autores'*>?, Es importante destacar que un 44 %
de las pacientes que no presentaron metastasis ganglio-
nar resultaron positivas para MGA, indicando que aun
en ausencia de metdstasis ganglionar las CTC son detec-
tables. Este hecho, sumado a que MGA seria un marca-
dor independiente, apoya la potencial utilidad de MGA
para detectar CTC en sangre de pacientes con cincer de
mama no metastasico.

Respecto de los receptores hormonales, un 61,5
% de las pacientes con receptores de estrogeno negati-
vos, expresaron el marcador MGA. Si bien existid una
tendencia hacia una mayor expresion de MGA en pa-
cientes sin receptores de estrégeno (factor prondstico
desfavorable), la asociacién no alcanzé a ser significa-
tiva. Estos resultados concuerdan con la tendencia des-
cripta por Lin y col.®.

Los resultados de este trabajo apoyan la hi-
potesis de que MGA es un marcador independiente de
los factores prondsticos tradicionalmente utilizados en
el cancer de mama. La deteccién de la expresion del
ARNm de MGA en sangre periférica de pacientes con
carcinoma mamario como marcador de CTC, principal-
mente en pacientes sin evidencia de enfermedad metas-
tasica, podria contribuir en el manejo terapéutico de las
pacientes, en el seguimiento luego de la cirugia y en la
eleccion del tratamiento a seguir para prevenir la recidi-
va de la enfermedad.

En conclusion, la determinacion de MGA mos-
tré una gran especificidad para detectar células tumorales
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Tabla 1: Caracteristicas tumorales de las pacientes con carcinoma mamario antes del tratamiento. %: porcentaje de tumores que

presentaron la caracteristica indicada.

Caracteristica % Caracteristica %

Tipo de tumor Tamano tumoral, cm

Mucoso 1,9 <2 51,9

Ductal 75,5 >2 48,1

Medular 5,7 Receptor de Estrégeno

Lobular 16,9 Positivo 74,5

Metastasis Ganglionar Negativo 25,5

Negativa 50,9 Receptor de Progesterona

Positiva 491 Positivo 52,9
Negativo 471

Tabla 2: Analisis de asociacion entre la expresion de MGA y las caracteristicas tumorales analizadas. MGA (+) y MGA (-): nUmero
de pacientes que expresé o no el marcador respectivamente, dentro de la caracteristica indicada. p: probabilidad.

MGA (+) MGA (-) P
Metastasis Ganglionar 0,77
Negativa 11 14
Positiva 9 14
Tamano tumoral, cm 0,77
<2 10 16
>2 10 13
Receptor de Estrégeno 0,09
Positivo 11 23
Negativo 8 5
Receptor de Progesterona 0,76
Positivo 11 14
Neaativo 8 14
MGA (+)
40,7 %
pb
1000
MGA (-)
59,3 %
500
Figura 1: Expresién de MGA en las muestras de sangre de las
pacientes analizadas. ggg = beta-actina
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Figura 2: Expresion de la MGA detectada mediante RT-PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de
etidio. Muestras utilizadas: calle 1: H20, calles 2, 3 y 4: ADNc
provenientes de muestras de sangre de 3 pacientes, calle 5:
ADNCc proveniente de una muestra de tejido de mama normal.
MGA: indica la banda correspondiente al producto de MGA.
PM: patron de peso molecular, pb: pares de bases.
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Figura 2: Expresion de la MGA detectada mediante RT-PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de
etidio. Muestras utilizadas: calle 1: H20, calles 2, 3 y 4: ADNc
provenientes de muestras de sangre de 3 pacientes, calle 5:
ADNc proveniente de una muestra de tejido de mama normal.
MGA: indica la banda correspondiente al producto de MGA.

PM: patron de peso molecular, pb: pares de bases.
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circulantes, al encontrarse presente en pacientes con car-
cinoma mamario y ausente en individuos sanos, y seria
un marcador prondstico independiente para establecer el
avance de la enfermedad. La deteccién de MGA podria
contribuir en la eleccién del tipo de tratamiento a sumi-
nistrar a pacientes atin con ausencia de metdstasis gan-
glionares y con otros factores prondsticos favorables.
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