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Resumen

Introduccion. El antigeno prostatico especifico (PSA, hK3) es
una serin-proteasa no especifica de la glandula prostatica que
puede ser detectada en los liquidos de quistes mamarios. El pre-
sente trabajo ha sido realizado con la finalidad de estudiar el
comportamiento del PSA en liquidos de quistes mamarios be-
nignos clasificados de acuerdo con la fase del ciclo menstrual,
tipo de quiste y la existencia de quistes @inicos o muiltiples.

Pacientes y métodos. Hemos determinado, mediante un fluo-
roinmunoanalisis (Prostatus. PSA EQM. EC&G Wallac., Fin-
landia), las concentraciones de PSA en 160 liquidos de quistes
mamarios benignos (134 tipo I, 26 tipo II, 42 tnicos y 118
miiltiples), correlaciondndose con las de glucosa, pH, CEA y
DHEA.

Resultados. Nuestros resultados fueron los siguientes: a) los
quistes tipo I presentaron mayores concentraciones de PSA
que los tipo II, no apreciandose diferencias cuando se conside-
raron la fase del ciclo menstrual y la existencia de quistes tini-
cos o miiltiples; b) en los quistes tipo I las concentraciones de
PSA se correlacionaron significativamente con las de DHEA,
mientras que en los quistes tipo II lo hicieron estadistica y ne-
gativamente con las de glucosa, y ¢) en los quistes tnicos no
existieron diferencias en las concentraciones de PSA en fun-
cion de la fase del ciclo menstrual, pero aquéllas fueron supe-
riores estadisticamente en los quistes tipo I que en los tipo II;
sin embargo, en los quistes miiltiples no se constataron dife-
rencias en las cifras de PSA cuando se consideraron el tipo y
la fase del ciclo menstrual, las concentraciones de PSA fueron
significativamente mayores en los quistes tipo I miltiples que
en los tipos II tnicos y no difirieron de las observadas en los
quistes tipo I dinicos.

Conclusiones. Nuestros resultados nos sugieren que el com-
portamiento del PSA en los liquidos de quistes mamarios be-
nignos parece estar relacionado no sélo con el tipo I, sino tam-
bién con la existencia de quistes miiltiples.
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STUDY OF PROSTATE SPECIFIC ANTIGEN LEVELS IN
BENIGN BREAST CYST FLUIDS: CORRELATION WITH
OTHER CLINICAL AND BIOLOGICAL PARAMETERS

Introduction. Prostate specific antigen (PSA hK3) is a non-
specific serin protease produced by the prostate gland, and
which may be detected in breast cyst fluids. The aim of the
present study was to determine the behavior of PSA in benign
breast cyst fluids classified by phase of the menstrual cycle,
type of cyst, and the presence of single or multiple cysts.

Patients and methods. Using fluoroimmunoassay (Prostatus.
PSA EQM. EC&G Wallac. Finland), PSA levels were calcula-
ted in 160 samples of benign breast cyst fluid (134 type I, 26
type 11, 42 single and 118 multiple) and the findings were co-
rrelated with levels of glucose, pH, CEA and DHEA.

Results. Type I cysts presented higher PSA levels than type
IT cysts. There were no significant differences in PSA levels
when phase of menstrual cycle and the presence of single or
multiple cysts were taken into account. In type I cysts, there
was a significant correlation between PSA levels and DHEA
levels, while in type II cysts there was a negative statistical co-
rrelation between PSA levels and glucose. There were no diffe-
rences in PSA levels in single cysts when menstrual phase was
considered, but type I cysts had statistically higher PSA levels
than type II cysts. There were no differences in PSA levels by
menstrual phase or by type of cyst in multiple cysts. PSA le-
vels were significantly higher in type II multiple cysts than in
type II single cysts and did not differ from those observed in
type I single cysts.

Conclusions. Our results suggest that the behavior of PSA
levels in benign breast cyst fluid may be related not only to
type I cysts but also to the existence of multiple cysts.
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Introduccion

El antigeno prostdtico especifico (PSA, hK3, KLK3), miem-
bro de la familia de las calicreinas cuyo gen se localiza en el cro-
mosoma 19q', es una serin-proteasa que ejerce un papel muy im-
portante en la biologia del cancer de prostata, donde es utilizado
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como un 1til marcador tumoral>*. En un principio se considerd
especifico de la glandula prostitica, pero en los ultimos afios se
ha constatado su presencia en otras localizaciones, siendo un
ejemplo de ello la gldandula mamaria®, donde puede ser detectado
en los liquidos quisticos, secreciones del pezdn, leche y en el te-
jido normal, benigno y tumoral. En localizaciones no prostéticas,
el PSA se presenta predominantemente en su forma libre, si bien
es posible detectar, ademds, complejos con alfa-1-antiquimio-
tripsina. En los cdnceres de mama, la positividad para el PSA es
mayor que la de hK2 (calicreina glandular humana) (el 73 frente
al 53%)°, otro miembro de la familia, y diferentes regiones de su
gen estdn frecuentemente mutadas, en especial su elemento de
respuesta a los andrégenos (ARE I)’. La expresion de PSA es de-
pendiente de los andrégenos; asimismo, se asocia con la positivi-
dad para los receptores de estrogenos y de progesterona, una
buena o moderada diferenciacion tisular, un tamafio reducido y
una baja proliferacién. También los tumores positivos suelen ser
diploides, axila negativa y se manifiestan en mujeres jovenes®’,
no habiéndose demostrado de forma undnime el valor prondstico
de la enzima'®'2, si bien, junto a la p53, se cree que es de utilidad
para establecer subgrupos de riesgo'. En los tumores mamarios
tratados con tamoxifeno tras recidiva, concentraciones elevadas
de PSA se relacionan con una peor respuesta y con un menor in-
tervalo libre de enfermedad y supervivencia, siendo un factor
prondstico independiente tras el andlisis multivariante!. En las
secreciones de pezon, las concentraciones de PSA se correlacio-
nan inversamente con el riesgo de cdncer de mama y pueden ser
utilizadas como indicador del mismo®'®. En los liquidos quisti-
cos, la presencia de PSA fue demostrada inicialmente por Dia-
mandis et al'®!”, quienes detectaron concentraciones mayores de
0,01 y 0,03 ng/ml en el 64 y el 43%, respectivamente, y por
Mannello et al'8, que describieron cifras superiores a 0,05 ng/ml
en el 65,6% de los liquidos analizados. Mayores concentraciones
de la proteasa se han observado en los quistes tipo Iy en los
multiples”, y en ellos la forma molecular predominante fue la li-
bre. Dado que en los quistes multiples suelen predominar los
tipo I (indice Na*/K*< 3 y con epitelio de recubrimiento apocrino
secretor) y que los tipos II pueden presentar frecuentemente unas
caracteristicas hormonales mds propias del tipo I, todo lo cual
parece traducir una mayor base hormonal subyacente, hemos
querido constatar si las concentraciones de PSA se modificaban
al considerar el tipo de quiste, la fase del ciclo menstrual y, sobre
todo, la existencia de quistes tnicos o multiples.

Pacientes y métodos

El grupo de estudio incluyé 160 liquidos de quistes mama-
rios benignos a cuyo diagnéstico se lleg6 tras estudios clinicos,
mamogréficos, ecogrificos, termogréficos y citologicos. De
acuerdo con la relacion Na*/K*, los quistes fueron clasificados
del siguiente modo: 134 tipo I (NA*/K* < 3) y 26 tipo II
(Na*/K* > 3); asimismo, 42 eran unicos y 118 mdltiples, perte-
necientes estos tltimos a 48 mujeres. El volumen oscil6 entre 2
y 40 ml, siendo la mediana de 4,5 cm®. Las concentraciones de
Na* y K*, asi como las de CI, anién este ultimo habitualmente
utilizado en la caracterizacion de los quistes mamarios, fueron
analizadas mediante el sistema Synchron EL-ISE Electrolyte
(Beckman Instruments Inc., Galway, Irlanda). EI PSA fue dosi-
ficado mediante un fluoroinmunoanalisis (Prostatus PSA EQM,
de EC&G Wallac Oy, Turku, Finlandia), que utiliza dos anti-
cuerpos monoclonales y mide el PSA de forma equimolar; es
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TABLA 1. Distribucion de las concentraciones de PSA (ng/ml)
en los liquidos de quistes mamarios considerados globalmente

Parametro N.° Intervalo p25 Mediana p75
Fase folicular 64 0,02-32,3 0,02 0,1 0,75
Fase luteinica 59 0,02-16,0 0,02 0,1 0,9
Menopausia 37 0,02-7,4 0,02 0,1 0,45
Quistes tinicos 42 0,02-32,3 0,02 0,03 0,6
Quistes multiples 118 0,02-16,0 0,02 0,13 0,8
p: percentil.

decir, la forma libre y la unida a la alfa-1-antiquimiotripsina. EI
limite inferior de sensibilidad lo establecimos en 0,02 ng/ml y
los coeficientes intra e interandlisis fueron del 4,1 y el 6,8%
para unas concentraciones medias de 3,2 y 7,6 ng/ml, respecti-
vamente. Otros aspectos técnicos como la linealidad estuvieron
dentro de los limites aceptables para una técnica inmunoldgica.
Asimismo, fueron analizados los siguientes pardmetros: gluco-
sa, mediante un espectrofotémetro (ATOM A390, Barcelona)
con reactivos de Biosystem (Barcelona), pH, con un PHmeter
(microprocessor, Phmeter, Weiheim, Alemania); antigeno car-
cinoembrionario (CEA), mediante un fluoroinmunoanalisis
(EC&G Wallac Oy, Turku, Finlandia) y la hormona deshidroe-
piandrostendiona sulfato (DHEA), mediante un enzimoinmu-
noandlisis de Di Sorin (Italia). Después de su obtencién me-
diante puncién-aspiracion, los liquidos fueron centrifugados a
3.000 rpm durante 15 min y los sobrenadantes congelados a
—20 °C hasta su manipulacion. El andlisis estadistico fue reali-
zado mediante el programa BMDP3 y, dado que los diferentes
pardmetros analizados no siguieron una distribucién normal,
hemos empleado tests no paramétricos, expresandose los resul-
tados mediante el intervalo, mediana y los percentiles 25 y 50.
Una diferencia fue considerada estadistica cuando el valor de p
fue inferior a 0,05.

Resultados

En el grupo de estudio, considerado globalmente, las concen-
traciones de PSA oscilaron entre 0,02 y 32,3 ng/ml (mediana
0,1) y fueron mayores estadisticamente (p = 0,0319) en los
quistes tipo I (intervalo 0,02-32,3; mediana 0,135) que en
los tipo II (intervalo 0,02-0,9; mediana 0,05 ng/ml). No se cons-
tataron diferencias significativas en las cifras de PSA al consi-
derar la fase del ciclo menstrual, ni si los quistes eran tinicos o
multiples (tabla 1). En los quistes tipo I, el PSA se correlacion6
significativamente (p < 0,05) con las concentraciones de DHEA
(r = 0,3061), mientras que en los quistes tipo II 1o hizo signifi-
cativa y negativamente con las de glucosa (r = —0,3652).

En los 42 quistes tnicos (tabla 2) las concentraciones de PSA os-
cilaron entre 0,02 y 32,3 (mediana 0,05), no difirieron estadistica-
mente en funcién de la fase del ciclo menstrual, pero fueron mayo-
res (p = 0,0011) en los quistes tipo I que en los tipo II. En los 118
quistes multiples los valores de la proteasa oscilaron entre 0,02 y
16 ng/ml (mediana 0,135) y no se constataron diferencias significa-
tivas al considerar la fase del ciclo menstrual ni el tipo de quiste.
Asimismo, las concentraciones de PSA fueron mayores (p =
0,0055) en los quistes tipo II multiples que en los quistes tipo II
tnicos. Un aspecto interesante fue que en los quistes tnicos fueron
observadas mds frecuentemente en los quistes tipo I que en los II
unas cifras de PSA superiores a 0,02, 0,1 y 0,5 ng/ml (19/31 frente
2/11, p = 0,0221; 16/31 frente a 1/11, p = 0,0207; 11/31 frente a



A. Ruibal et al.— Estudio de las concentraciones del antigeno prostético especifico en liquidos quisticos benignos mamarios.

TABLA 2. Distribucion de las concentraciones de PSA (ng/ml)
en los liquidos de quistes mamarios benignos clasificados
como tinicos o multiples

Parametro Nimero Intervalo p25 Mediana p75 p

Quistes tinicos 42
Fase folicular 14
Fase luteinica 15

0,02-32,3 0,02 0,1 0,8
0,02-5,8 0,02 0,02 09

Menopausia 13 0,02-0,97 0,02 0,02 0,2
Tipo 1 31 0,02-32,3 0,02 0,2 09  0,0011
Tipo II 11 0,02-0,06 0,02 0,02 0,05

Quistes multiples 118
Fase folicular 50
Fase luteinica 44
Menopausia 24
Tipo I 103
Tipo II 15

0,02-10,9 0,02 01 07

0,02-16,0 0,02 025 0,85
0,02-74 0,02 0,16 0,65
0,02-16,0 0,02 L1208 NS
0,02-0,9 0,02 0.4 0,8

p: percentil.

0/11, p = 0,0312, respectivamente), pero ello no ocurrié en los
quistes multiples (64/103 frente a 11/15, 53/103 frente a 8/15 y
3/103 frente a 5/15, respectivamente).

Cuando comparamos los quistes tipo I tinicos y multiples no
se apreciaron diferencias al considerar unos umbrales de PSA
superiores a 0,02, 0,1 y 0,5 ng/ml (19/31 frente a 64/103,
176/31 frente a 53/103 y 11/31 frente a 31/103), mientras que
los quistes tipo II multiples presentaron mayores porcentajes de
positividades que los quistes tipo II dnicos (11/15 frente a 2/11,
p = 0,0096; 8/15 frente a 1/11, p = 0,0312; 0/11 frente a 5/15,
p = 0,0549). Ademds, los quistes tipo II miltiples no presenta-
ron diferencias significativas con los quistes tipo I dnicos
(11/15 frente a 18/31, 8/15 frente 16/31 y 5/15 frente a 11/31).

Discusion

En los tltimos afios, la familia de las calicreinas ha aumenta-
do notablemente el nimero de sus componentes, 13 hasta el
momento, y ha adquirido gran relevancia por estar ligada biol6-
gicamente al diagndstico, seguimiento y terapia de numerosos
tumores, como son los de mama, prostata y testiculo?. El més
conocido es el PSA (hk3, PSA, KLK3), por su gran interés en el
seguimiento y monitorizacién de los tumores prostaticos. En un
principio se consideré que el PSA era un marcador especifico
de la glandula prostdtica, pero en el momento actual esto tltimo
no puede ser aceptado, pues en los dltimos afios se ha descrito
su presencia en otras localizaciones, siendo una de ellas la glan-
dula mamaria, donde estd presente en tejido normal, maligno,
secreciones y leche®?"?3, También otros nuevos miembros de la
familia de las calicreinas (hK2, prostase/KLK-L1 y KLK-L4) se
han detectado en la mama y pueden estar implicados en la pato-
genia y/o progresién de los tumores mamarios*%.

En los liquidos de quistes hemos observado cifras de PSA
superiores a 0,02 ng/ml en 96 de los 160 liquidos estudiados
(60%), porcentaje similar al descrito por Diamandis et al y
Manello et al'®. Las concentraciones de la proteasa fueron ma-
yores estadisticamente en los quistes tipo I (aquellos con una
relacién Na*/K* < 3 y un epitelio de recubrimiento apocrino se-
cretor), lo cual concuerda con lo descrito por otros grupos®.
No constatamos diferencias al tener presente la fase del ciclo
menstrual, ni si los quistes eran dnicos o mdltiples. El papel
bioldgico de la presencia de PSA no ha sido todavia estableci-
do, si bien se cree que estd relacionado, como otras proteasas,

Correlacion con otros pardmetros clinicobiolégicos

con la génesis y mantenimiento de los quistes a través de la
produccion de péptidos responsables de la presion osmdtica,
aunque también podria ejercer su accién modulando la presen-
cia y efecto bioldgico de ciertos factores de crecimiento como
ocurre en la prostata. Mannello et al'® consideran que el PSA
participa en toda la evolucidn natural del quiste, es decir, en la
formacién, tamafo y posible transformacion. También otro
miembro de la familia, la hK2, que presenta una alta homolo-
gia con el PSA, ha sido detectado en los liquidos de quistes®,
estando su expresion bajo control de andrégenos y progestige-
nos de un modo similar al PSA?. La hK2 y el PSA se correla-
cionan positivamente (r = 0,53, p = 0,002) en los aspirados de
pezén?. El pepsindgeno C, otra proteasa, estd presente en to-
dos los liquidos de quistes con unas concentraciones que 0sci-
lan entre 3 y 31.000 ng/ml, asocidndose preferentemente a los
tipo I, al contrario de la prostaglandina D sintetasa que lo hace
con los tipos II. El pepsinégeno C no se correlaciond con el ni-
mero de quistes e historia familiar de céncer de mama®. No
creemos que el PSA realice un efecto antiproliferativo sobre el
crecimiento celular, como ha sido demostrado en lineas celula-
res hormonodependientes de cdncer de mama®, ni que se aso-
cie con un menor riesgo de transformacion, pues es mds abun-
dante en los quistes tipo I, y precisamente éstos son los que
tienen mayor riesgo®*2 Por ello, el hecho de que todas estas
proteasas se asocien predominantemente a los quistes con epi-
telio de recubrimiento apocrino —secretor y con una importante
base hormonal subyacente— sugiere una sintesis local conse-
cuencia de la “actividad” bioldgica de los mismos y este hecho
es apoyado por lo descrito recientemente por Malatesta et al**,
quienes demuestran que es el epitelio de los quistes tipo I el
responsable de la produccién y secrecion del PSA. Asimismo,
la correlacion positiva entre las concentraciones de PSA y de
DHEA apoya la idea de que la proteasa esté ligada a la activi-
dad funcional del quiste, pues los valores de la hormona son
superiores en los quistes tipo I. Ademds, la relacion estadistica
y negativa entre el PSA y la glucosa refuerza la relacion entre
aquél y los quistes tipo I, pues éstos son los que cursan habi-
tualmente con menores concentraciones de azicares.

Al considerar sélo los quistes tinicos, pudimos observar ma-
yores concentraciones de PSA en los tipo I frente a los tipo II,
no influyendo en ellas la fase del ciclo menstrual, es decir, lo
mismo que hemos descrito al considerar globalmente el grupo
estudio. Sin embargo, al considerar los quistes multiples com-
probamos que tanto la fase del ciclo menstrual como el tipo de
quiste no influyeron significativamente en las concentraciones
del PSA. Al comparar los quistes tipo I tnicos y miiltiples no
constatamos diferencias en las concentraciones de PSA, pero
los tipo II muiltiples presentaron mayores cifras que los tipo II
unicos y similares a los del tipo I tnicos. Ello indica que los
quistes tipo II multiples difieren de sus homdlogos tnicos y
son similares a los tipo I inicos, los mds activos funcionalmen-
te. Centrandonos en los quistes miltiples, sabemos que en ellos
predominan los tipo I, que poseen una mayor actividad mitége-
na, cursan con mayores concentraciones de factores de creci-
miento que estimulan la proliferacién (factor de crecimiento
epidérmico, EGF) y se asocian a un mayor riesgo de cancer de
mama*>3, Por ello, los mayores valores de PSA en los quistes
tipo II mdltiples, superiores a los constatados en los dos tnicos
y similares a los de los tipo I iinicos, nos sugiere que la presen-
cia de la proteasa es consecuencia de la actividad funcional del
quiste, siendo ésta mayor en los quistes tipo II multiples que en
los tnicos. Apoya esta afirmacion el hecho de que las concen-
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traciones de DHEA son superiores estadisticamente (p =
0,01793) en los quistes II mdltiples (i = 1.200-164.000; media-
na 24.200 pg/dl) que en los quistes II dnicos (i = 600-191.400;
mediana 15.500). Sin embargo, el papel bioldgico del PSA en
los liquidos quisticos difiere del observado con la DHEA, pues,
en nuestra experiencia, hemos observado mayores concentra-
ciones (p = 0,00093) de la hormona en los quistes tipo I tnicos
(i=13.500-184.800; mediana 65.600 pg/dl) en relacion con los
tipo II maltiples (1.200-164.000; mediana 24.200), hecho no
constatado con la serin-proteasa, todo lo cual nos sugiere la po-
sibilidad de que existan otros factores que modulen la sintesis y
secrecion del PSA en los quistes mamarios benignos.

Los resultados anteriores nos inducen a las siguientes consi-
deraciones: a) las concentraciones de PSA son mayores esta-
disticamente en los quistes tipo I que en los tipo II, no estando
influidas por la fase del ciclo menstrual ni por el hecho de que
los quistes sean nicos o multiples; b) en los quistes tipo I las
concentraciones de PSA se correlacionaron significativamente
con las de DHEA, mientras que en los tipo II lo hicieron nega-
tiva y significativamente con los de glucosa; c¢) en los quistes
tnicos, las concentraciones de PSA fueron mayores en los tipo
I que en los tipo II, no estando influidas por la fase del ciclo
menstrual; por el contrario, en los quistes mdltiples no se cons-
tataron diferencias significativas cuando la fase del ciclo mens-
trual o la existencia de quistes tnicos o multiples fue conside-
rada; d) los valores de PSA fueron significativamente mayores
en los quistes tipo II multiples que en los quistes tipo II Gnicos,
no difiriendo de los observados en los quistes tipo I tnicos, y
e) el comportamiento del PSA en los liquidos quisticos parece
relacionarse no sélo con los quistes, sino también con la exis-
tencia de quistes multiples.
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