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ABSTRACT

The main cause of mortality in breast carcinoma is
the development of metastases resulting from the in-
vasion of tumor cells that travel by blood or lympha-
tic circulation. To detect circulating tumor cells in pa-
tients with breast cancer, diverse markers have been
used. The methods applied are mainly immunological
or based on the detection of marker expression by
molecular biology techniques, such as polymerase
chain reaction (PCR) and reverse transcription (RT)-
PCR.

The protein known as mammaglobin A (MGA) is
part of the secretoglobin family. MGA expression is
highly specific to normal and neoplastic breast epithe-
lia and is used to detect circulating tumor cells in pa-
tients with breast cancer by means of RT-PCR. MGA
has not been detected in peripheral blood samples
from healthy individuals. Several studies found no
significant associations between MGA detection and
the presence of axillary lymph node metastases, tu-
mor size, histological grade and the presence of hor-
mone receptors in the tumor.

MGA detection has been suggested to be an inde-
pendent prognostic marker of the disease. Determina-
tion of MGA in the blood of patients with breast car-
cinoma, mainly in those without evidence of
metastasis, could indicate a prognosis of disease pro-
gression and could contribute to the choice of treat-
ment to prevent tumoral recurrence.

CANCER Y PROCESO METASTASICO

El cancer esporadico surge principalmente a partir
de mutaciones en células somdticas y es el resultado de
un desarreglo genético acumulado a través del tiempo.
La carcinogénesis en los seres humanos es un proceso
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de multiples pasos y es dependiente de la edad. La pro-
liferacion celular descontrolada es una de las principa-
les caracteristicas del cancer, donde las células tumora-
les han adquirido alteraciones en genes que estin
directamente involucrados en regular el ciclo celular’.
El cancer puede desarrollar el proceso de metasta-
sis tumoral, que ocurre por una secuencia de eventos
ligados, que involucran multiples interacciones hués-
ped-tumor?. La metéstasis se define como la disemi-
nacién de células neoplésicas a sitios secundarios se-
parados, cercanos o distantes, donde proliferan para
formar una masa extravascular de células tumorales®.
En el tumor se produce una seleccion clonal, que ge-
nera poblaciones de células con propiedades invasivas y
potencial metastasico diferentes. De esta manera, el pro-
ceso metastdsico consiste en una serie de pasos (fig. 1),
que se deben completar satisfactoriamente para dar lugar
a un tumor secundario: a) a medida que el tumor prima-
rio crece, requiere un suministro de sangre que le permi-
ta afrontar sus necesidades metabdlicas (angiogénesis);
b) la formacién de nuevos vasos sanguineos también
puede proveer una ruta de escape, en la que las células
pueden abandonar el tumor y entrar en el sistema circu-
latorio (intravasacion); las células también pueden ingre-
sar al sistema circulatorio indirectamente via sistema lin-
fatico; c) las células tumorales necesitan sobrevivir en la
circulacién hasta que puedan detenerse en un nuevo Or-
gano, donde abandonan el vaso e ingresan al tejido cir-
cundante (extravasacion); d) una vez en el nuevo sitio,
las células deben iniciar y mantener el crecimiento para
formar micrometastasis; este crecimiento debe ser soste-
nido mediante el desarrollo de nuevos vasos sanguineos,
que permiten la formacién de un tumor macroscopico
(tumor secundario)*’. En cada uno de estos estadios, la
célula debe evadir la respuesta inmunoldgica y las con-
diciones metabdlicas potencialmente adversas. Por lo
tanto, se estima que solamente 1 de cada 10°-10° células
neopldsicas diseminadas va a ingresar en tejidos distan-
tes del tumor primario y que s6lo un pequefio porcentaje
de estas células va a desarrollar una enfermedad metas-
tdsica®’. Aun tumores de pequefio tamafio, muestran di-
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Metastasis

Fig. 1. Esquema del proceso de metas-
tasis tumoral.

CTC: células tumorales circulantes.
Para explicacion ver el texto.

seminacién de células. Las células tumorales circulantes
(CTC) incluyen c€lulas quiescentes o dormidas y micro-
rresiduos celulares desprendidos del tumor primario®.

CANCER DE MAMA

El carcinoma mamario sigue siendo el tipo de can-
cer mds frecuentemente diagnosticado en las mujeres
en todo el mundo y la mortalidad debida a esta enfer-
medad maligna estd creciendo afio a afio’. Ademds, el
cancer de mama se encuentra entre las principales
causas de muerte por cancer en la mujer (15% de to-
das las muertes por céncer en las mujeres)!®!!,

A pesar de las mejoras en la deteccion y en el trata-
miento del cadncer de mama, aproximadamente un 30-
40% de las pacientes finalmente fallece por la enfer-
medad. El desarrollo de una enfermedad metastasica
recurrente es la principal causa de estas muertes'2.

Durante décadas se consideré que las células del
cancer de mama diseminadas alcanzaban en primer
lugar los nédulos o ganglios linfaticos, antes de diri-
girse a la sangre periférica y a localizaciones distan-
tes, como la médula ésea. Sin embargo, actualmente
se conoce que la dispersidn metastdsica ocurre en
aproximadamente un 50% de los casos de pacientes
con carcinoma mamario localizado y que alrededor
del 30% de las pacientes sin enfermedad detectable
en los nddulos linfaticos desarrolla metastasis distan-
tes dentro de los 5 afios siguientes al diagndstico!'>!3,

Incluso las pacientes diagnosticadas precozmente,
y en quienes se ha extraido quirdrgicamente el tumor,
pueden recaer en la enfermedad como consecuencia
de metéstasis no detectadas que ocurrieron antes del
diagndéstico inicial®. Las CTC ya aparecen en los esta-
dios tempranos del carcinoma mamario, antes del de-
sarrollo de metastasis, y pueden ser detectadas, en la
mayoria de las pacientes, en el momento del diagnds-
tico de carcinoma mamario'*.

DETECCION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES

Considerando que un numero significativo de pa-
cientes con nédulos linfaticos negativos han desarro-
llado enfermedad metastasica, la confiabilidad de los
métodos histologicos para detectar células tumorales
en nddulos linféticos ha sido cuestionada'?.

Dentro de los 6rganos distantes, la médula 6sea se-
ria un lugar comun de asentamiento para las CTC pro-
venientes de cancer de mama y de otros carcinomas
primarios, incluso en ausencia de metéstasis en gan-
glios linfaticos o signos clinicos de otras metdstasis
distantes'®. Sin embargo, la aspiracién de la médula
6sea durante la cirugia consume tiempo, es costosa y
es dolorosa para el paciente. Por otra parte, no se pue-
den tomar mdltiples muestras, particularmente cuando
se quiere realizar una monitorizacién del paciente a
través del tiempo?.
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Por el contrario, la deteccién de CTC en sangre pe-
riférica parece ser el método ideal; la toma de muestra
es relativamente simple y se puede realizar en reitera-
das oportunidades. Ademds, muchos pacientes que no
presentan CTC en médula dsea si lo hacen en sangre
periférica'2. Varios estudios han demostrado la presen-
cia de CTC en sangre periférica de pacientes con un
estadio temprano de cdncer sin metastasis!®6!7,

Técnicas para la deteccion de células tumorales

El examen histolégico de nédulos linfaticos tefiidos
con hematoxilina-eosina es el método mds frecuente
y tradicional. Sin embargo, esta técnica no permite
detectar pequefias cantidades de células tumorales'®.

Para nédulos linfaticos también se utiliza la inmu-
nohistoquimica, mediante anticuerpos que se unen a
marcadores mas o menos especificos de células de
cancer de mama. Esta técnica es laboriosa y consume
mucho tiempo, ya que se debe analizar numerosas
secciones del tejido para un ensayo fiable!®. Ademds,
este método requiere un citélogo que confirme la
identidad de las células tefiidas y no es apto para de-
tectar la pequefia cantidad de células tumorales pre-
sente en médula Gsea y sangre periférica.

Por otro lado, se puede utilizar métodos basados en
la deteccién de secuencias especificas de acidos nu-
cleicos, de los cuales los mas usados son la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), ya sea cuantitativa
o cualitativa, y la transcripcién reversa (RT)-PCR, y
variaciones de ésta, en la que se requiere un paso pre-
vio de transcripcién reversa a partir de ARNm especi-
ficos, por lo tanto, esta ultima estaria indicando la ex-
presion de genes especificos?. La PCR se utiliza para
identificar y caracterizar CTC, mediante la bisqueda
de mutaciones puntuales asociadas al tumor en onco-
genes o genes supresores de tumores, pero su princi-
pal desventaja es el grado sustancial de variabilidad
genética entre tumores'?. Por otra parte, el uso de
PCR tiene poca especificidad; no estd claro si el ADN
libre que es amplificado en sangre periférica es de
CTC o si proviene de tumores primarios, tumores me-
tastdsicos o de tejido normal’. La RT-PCR se utiliza
para identificar CTC a través de la expresion en di-
chas células de transcriptos de ARNm especificos o
asociados a cancer de mama, y es una técnica cuya
sensibilidad (la cual es generalmente superior a la de
las técnicas basadas en anticuerpos) permite detectar
pequeiias cantidades de moléculas de ARNm especifi-
cas entre la totalidad de los ARNm de un tejido o cé-
lulas®. Esta deteccién de ARNm especificos de tejido
en un lugar del cuerpo donde normalmente estos
transcriptos no son expresados indica una disemina-

cién del tumor, ya que las células malignas general-
mente contindan expresando los marcadores que son
caracteristicos o especificos del tejido normal a partir
del cual el tumor se originé?'. Asimismo, el ARN es
mas fragil que el ADN y es muy susceptible a la de-
gradacién por ribonucleasas sanguineas, haciendo que
la deteccion de ARNm especificos de células tumora-
les indique la presencia de CTC viables que estdn ge-
nerando 4cidos nucleicos activamente’. La RT-PCR
anidada, en la que se realizan 2 rondas de amplifica-
cién consecutivas, se usa para aumentar la sensibili-
dad de la deteccién. También se puede utilizar RT-
PCR cuantitativa'®.

Para la mayoria de los marcadores determinados
por técnicas basadas en dcidos nucleicos se logra al-
canzar, en la mayoria de los casos, una sensibilidad
de 1 CTC detectada entre 107 células nucleadas de
sangre periférica?>?*,

Enriquecimiento preanalitico de células tumorales
circulantes

Incluso en las pacientes con metdstasis, el nimero
de células tumorales diseminadas en sangre periférica
o en médula dsea es bajo comparadas con las células
normales que las rodean. En sangre periférica, las
CTC se encuentran generalmente en una frecuencia
de 1 célula cada 10°-107 células mononucleares® o en
un nimero < 10 CTC/ml. Esto 1llevé a la necesidad de
desarrollar métodos especificos para enriquecer (hasta
10.000 veces) la poblacién de CTC antes de proceder
a su deteccién en sangre periférica o médula 6sea'?.
Los métodos cominmente utilizados son los gradien-
tes de densidad, como los de Percoll o Ficoll, que per-
miten la separacién de las células mononucleares que
contendrian la mayor fraccién de CTC?.

Marcadores de células tumorales circulantes

Las células de cdncer de mama expresan comun-
mente varios marcadores, como las citoqueratinas, el
antigeno carcinoembriogénico, el CA 15.3, el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) y el c-
erbB-2, entre otros'>?, Sin embargo, estos marcadores
presentan una sensibilidad y/o especificidad insufi-
ciente para detectar CTC provenientes del carcinoma
mamario?’. La baja especificidad es consecuencia, en-
tre otras cosas, de la presencia de seudogenes, de la
transcripcién ilegitima (transcripcién en bajas cantida-
des de un gen especifico de tejido en células no espe-
cificas) en otras células y tejidos o de la induccién de
los genes investigados por citocinas y factores de cre-
cimiento en trastornos heméticos'>%,
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Mamaglobina A

En 1996 Watson y Fleming aislaron un ADNc des-
conocido a partir de una muestra de adenocarcinoma
mamario, y denominaron a este nuevo gen mamaglo-
bina humana (hMAM)*, La mamaglobina exhibe
homologia con varias proteinas secretorias epiteliales,
formando parte de la superfamilia de las secretoglobi-
nas (SCGB)?*!2, Las SCGB son un grupo de proteinas
pequefias de secrecion, raramente glucosiladas, que
forman homodimeros, heterodimeros y heterotetra-
meros, y que se expresan principalmente en tejidos
mucosos®. Todavia no hay una funcién fisiologica
aceptada para ninguna de las SCGB, aunque algunas
de ellas se han implicado en el desarrollo del céncer®,
en la sefializacidn, en la regulacion del sistema inmu-
nitario, en la quimiotaxis y, posiblemente, en el trans-
porte de moléculas aromdticas como hormonas este-
roides y bifenilos!,

Las proteinas de la superfamilia de las SCGB es-
tdn presentes en los mamiferos® y las aves?, y la
cantidad de miembros crece continuamente. En la ac-
tualidad se conocen 9 SCGB humanas®, entre las
que se encuentra la mamaglobina A (MGA). La
MGA vy la mayoria de los otros miembros humanos
se localizan en el cromosoma 11q12.3-13.1, donde se
encuentran de manera agrupada®'-* (fig. 2). Esta re-
gién estd frecuentemente amplificada en neoplasias
de mama?®'.

El ADNc de la MGA codifica un polipéptido de 93
aminodcidos con una masa molecular de 10,5 kDa, en
el que los primeros 19 residuos corresponden a una
secuencia péptido sefial hidréfuga, que es clivada du-
rante la secrecién de la proteina madura de 8,5 kDa?".
En el tejido mamario, la MGA se encuentra glucosila-
da y unida covalentemente a la lipofilina B de manera
antiparalela (heterodimero), formando a su vez un he-
terotetramero de 45 kDa mediante unién no covalente
de 2 heterodimeros®-*. Estudios previos sugieren que
la expresién de la MGA no estarfa asociada con la
lactancia sino con la proliferacién de la glandula ma-
maria y la diferenciacién terminal®'. Sin embargo,
hasta el dia de hoy la funcién de la MGA sigue sien-
do desconocida®.

Mamaglobina A como marcador de células tumorales
circulantes de cdncer de mama

La determinacion de MGA se ha convertido en uno
de los principales métodos para la deteccién de CTC
mediante RT-PCR, y es el marcador de cédncer de
mama mas estudiado después de la citoqueratina 19
(CQ-19)"2,

Expresion de mamaglobina A en tejidos sanos
Y en tumores primarios

En un trabajo pionero, Watson y Fleming analiza-
ron la expresion de MGA en 35 carcinomas mamarios
usando RT-PCR y Northern blot. Se comunicé la so-
breexpresion de MGA (al menos 10 veces respecto
del tejido normal) en el 23% de los tumores estudia-
dos*. Al examinar la expresién del ARNm de MGA
en tejidos adultos y fetales de humanos, entre ellos
mama, pulmoén, gldndula salival, dtero, préstata, ova-
rio, testiculo y placenta, y en leucocitos de sangre pe-
riférica, ganglios linfaticos y médula 6sea, determina-
ron que la expresion de MGA estaba restringida a la
glandula mamaria adulta’4,

Corradini et al*' estudiaron una serie de marcado-
res tumorales y concluyeron que la MGA y la maspi-
na eran los dnicos especificos para cdncer de mama,
expresandose en un 97 y un 80% de las muestras de

119241
11922.3
Secretoglobina
11q14.3
SCGB inducible
por INF-gama 11q13.4
Mamaglobina A
11q12.3
Lipofilina B
Mamaglobina B 11p11.12
Lipofilina A
11p14.1
11p15.2
Proteina de unién
aligando RYD5 +——

Fig. 2. Localizacion del gen de la mamaglobina A (MGA) y otros genes de
la familia de las uteroglobinas en el cromosoma 11.
SCGB: secretoglobinas.
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tejido con carcinoma mamario, respectivamente. A di-
ferencia de las citoqueratinas 19 y 20, del receptor del
EGF-R, del CA 15.3 y del antigeno carcinoembriogé-
nico, la MGA y la maspina no se expresaron en nin-
guna muestra de sangre periférica ni en células proge-
nitoras de sangre periférica o de médula 6sea de
donantes sanos, ni en muestras de tumores hematicos,
muestras de sangre o células progenitoras de sangre
periférica de pacientes con tumores hematicos o tu-
mores sélidos diferentes del carcinoma mamario.

O’Brien et al** compararon la expresién de 3
miembros de la familia de SCGB humanas (MGA,
mamaglobina B y lipofilina B) en tejidos de mama no
malignos, fibroadenomas y carcinomas mamarios. La
MGA mostré ser el marcador mas especifico de los 3
para el cidncer de mama.

Recientemente se realizé un estudio® de los perfi-
les de expresion en tejidos tumorales de varios marca-
dores moleculares, con el fin de determinar los mas
adecuados para identificar el origen de los sitios pri-
marios de carcinomas metastdsicos de diferentes or-
ganos. La MGA Yy el factor de transcripcion Ets deri-
vado de la préstata fueron los Unicos que mostraron
alta especificidad para detectar metdstasis provenien-
tes del cancer de mama.

En estudios recientes?’334-4 J]a MGA se ha detecta-
do también en tejidos normales y malignos del tracto
genital femenino (cérvix, dtero y ovario) y en efusio-
nes malignas ginecoldgicas. Sin embargo, Griinewald
et al* encontraron una expresién de MGA significati-
vamente mayor en tejidos de mama respecto de teji-
dos de ovario y de endometrio. Se comunicé también
la expresiéon de MGA en tejidos normales y tumores
de las gldndulas sudoriparas*’ y salivales*, y rara-
mente y en bajo grado de expresién en otros tejidos®.

Expresion de mamaglobina A en sangre

En un estudio previo, donde detectaron CTC me-
diante la determinacién de la expresion de MGA en
sangre periférica de pacientes con cdncer de mama,
ninguna de las muestras de sangre de 27 donantes sa-
nos fue positiva, mientras que un 25% de las muestras
de sangre de pacientes con cdncer de mama fue posi-
tivo para el ARNm de MGAZ, Estos resultados coin-
ciden con los de Cerveira et al*®, quienes detectaron
MGA en sangre en el 41% de las pacientes con cén-
cer de mama pero en ningtin donante sano. Otros tra-
bajos?®4*30 demostraron también la especificidad del
marcador, al detectarlo en las pacientes con carcino-
ma mamario pero no en los individuos sanos.

Griinewald et al’® mostraron que la MGA es un
marcador de mayor especificidad en comparacién con

el receptor del EGF-R y la CQ-19 para la deteccion
de CTC en sangre de pacientes con cdncer de mama.
En dicho estudio, ninguna de las muestras de sangre
de individuos sanos o de pacientes con enfermedades
hematicas fueron positivas para MGA. Sin embargo,
el 39% de los individuos sanos fueron CQ-19 positi-
vos y el 25 y el 10% de los pacientes con enfermeda-
des hematicas expresaron EGF-R y CQ-19, respecti-
vamente?.

Ballestrero et al' estudiaron el efecto de diferentes
citocinas sobre la expresion de la MGA y la maspina
en muestras de sangre y de médula 6sea mediante RT-
PCR anidada. A diferencia de la maspina, la MGA no
fue inducida por ninguna citoquina. Ademas, la mas-
pina se detectd en un 40% de muestras de sangre y de
médula 6sea de pacientes con trastornos hemdticos/
inflamatorios, no asi la MGA. Estos resultados indi-
caron una mayor especificidad por parte de la MGA
al no haber interferencia por citocinas en los sitios de
deteccién estudiados, que de lo contrario podrian lle-
var a falsos positivos>..

En un estudio preliminar realizado en nuestro labo-
ratorio se ha detectado la expresion de MGA median-
te RT-PCR en alrededor del 40% de las muestras de
sangre de 50 pacientes con cdncer de mama (fig. 3).
En tanto que el marcador no se encontré en ninguna
de las muestras de sangre provenientes de donantes
sanos, avalando su especificidad.

Mamaglobina A y deteccion de células tumorales
circulantes: perspectivas

Estudios previos no han encontrado asociaciones
significativas entre la presencia de MGA en sangre pe-
riférica de las pacientes con cdncer de mama y otros
factores prondsticos del tumor, como la presencia de
metastasis ganglionares, tamafio del tumor, grado his-
toldgico, etc.?74%92 Estos resultados sugieren que la
determinaciéon de MGA seria un marcador indepen-
diente. Se ha reportado una tendencia hacia una mayor
expresion de MGA en pacientes cuyos tumores de
mama no expresan receptores de estrégeno®.

Cabe recordar que alrededor de un 30% de pacien-
tes sin enfermedad detectable en los nddulos linfati-
cos en el momento del diagndstico igualmente pue-
den desarrollar metastasis distantes y recaer en la
enfermedad. La detecciéon de CTC mediante MGA
podria utilizarse entonces para evaluar la progresion
de la enfermedad, asi como para identificar, pacientes
que, a pesar del tratamiento, tienen un mayor riesgo
de recurrencia o mayor probabilidad de desarrollar un
tumor secundario y que, por lo tanto, deberian conti-
nuar con una terapia adyuvante mds agresiva.
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Fig. 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de eti-
dio de los productos de RT-PCR para mamaglobina A (MGA). H,O: con-
trol, calle 1 paciente positivo, y calle 3: donante sano.

bp: pares de bases; EST: patron de peso molecular.

Los resultados de numerosos estudios sugieren que
MGA es un marcador de alta especificidad y es inde-
pendiente de los factores prondsticos tradicionalmen-
te utilizados en el cdancer de mama?’ %2, Sin embar-
go, en los ultimos consensos sobre marcadores en
cancer de mama se establecié que aun falta mayor
evidencia clinica para poder incorporar la deteccién
de CTC en los estudios de rutina del carcinoma ma-
mario®.

En conclusién, aunque los datos preliminares su-
gieren que la deteccion MGA en sangre es un marca-
dor independiente y muy especifico, serd necesario
realizar nuevos estudios clinicos para corroborar si la
expresion del marcador en sangre periférica de pa-
cientes con carcinoma mamario, principalmente en
las pacientes sin evidencia de metéstasis, puede brin-
dar un prondstico de la evolucién de la enfermedad vy,
tal vez, contribuir en la eleccion del tratamiento que
hay que seguir para prevenir su recidiva.

RESUMEN

La principal causa de mortalidad del carcinoma
mamario es el desarrollo de metéstasis producto de la
invasion de células tumorales que viajan por la circu-
lacién sanguinea o linfatica. Con el objetivo de detec-
tar células tumorales circulantes en pacientes con
cancer de mama se han utilizado diversos marcado-

res. Los métodos utilizados principalmente son los
inmunoldgicos y los basados en la deteccién de la ex-
presién de los marcadores por métodos de biologia
molecular, como la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) y la transcripcién reversa (RT)-PCR. La
proteina denominada mamaglobina A (MGA) es par-
te de la familia de las secretoglobinas. La expresion
de MGA es altamente especifica del epitelio mamario
normal y neoplésico, y se utiliza para detectar células
tumorales circulantes en pacientes con cancer de
mama mediante RT-PCR. No se ha detectado MGA
en muestras de sangre de individuos sanos. Distintos
estudios no encontraron una asociacién significativa
entre la deteccién de MGA y la presencia de metasta-
sis ganglionar axilar, el tamafio tumoral, el grado his-
tolégico tumoral y la presencia de receptores hormo-
nales en el tumor. Se ha sugerido que la deteccion de
la MGA seria un marcador prondstico independiente
de la enfermedad. La determinacién de MGA en san-
gre periférica de pacientes con carcinoma mamario,
principalmente en las pacientes sin evidencia de me-
tastasis, podria brindar un prondstico de la evolucién
de la enfermedad vy, tal vez, contribuir en la eleccién
del tratamiento que hay que seguir para prevenir su
recidiva.
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