ARTICULO ORIGINAL

Rev Venez Oncol 2008;20(2):56-62

CARCINOMA INVASOR DE LA MAMA

ESTADIFICACION MOLECULAR DEL GANGLIO CENTINELA
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RESUMEN

Demostrar que existe un grupo de pacientes estadios
patologicos NO que presentan metdstasis en el estudio
del ganglio centinela no diagnosticados por métodos de
rutina. El estudio del andlisis molecular nos informa o no
sobre el prondstico, y podria considerarse como factor
independiente. Se observé una relacién agrupando los
casos de mayorriesgo conocido,detectindose unapoblacion
de bajo riesgo en la que se obviaria la quimioterapia.
Observamos, que si agrupamos las pacientes con Ki-67
mayor de 5 %, la mayoria de los casos en las que se
observaron micro metdstasis estaban en este grupo;
aceptamos una relacién entre los dos factores prondstico.
Algo similar sucede con pacientes grado 11y I1I; larelacion
con la existencia de micrometdstasis es evidente, pudiendo
aceptarse que existe un grupo de carcinomas de mama
de menor agresividad; se plantea que estas pacientes no
reciban tratamiento adyuvante,y no planificar tratamientos
quirdrgicos agresivos.
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SUMMARY

Demonstrated that exista group of patients with pathological
stage No who present metastases in the study of sentinel
nodule no diagnostic for routine method. The study of
molecular analysis inform or not about the prognosis and be
considered a prognosis independent factor. We observed a
relation between the mayor risk known cases and detected
a low risk population in which obviated the chemotherapy.
We observed that grouped patients with Ki-67 raised of
5 % the majority of the cases in which observed micro
metastases were in these group; we accepted a relationship
between this two prognosis factors. Some similar occur
with patient’s grade II and grade III; the relation with the
existence of micro metastases is evident, and we accepted
that exist a group of breast carcinoma of less aggressive; for
these reason we planted that these patient does not receive
adjuvant treatment, and no planned surgical aggressive
treatment.

KEY WORDS: Breast, cancer, sentinel nodule, micro
metastases.

INTRODUCCION

atécnicadel gangliocentinelaenel
carcinomade mamaestadios [y II,
esyaunatécnicadefinitiva: s6loen
el caso de que el ganglio centinela
resulte positivo para tumor, se
realiza la diseccién axilar.
La principal tarea para el anatomopatélogo
es investigar posibles metastasis en el ganglio
centinela. Esta investigacion debe ser realizada
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aun con mas atencion de la usual, puesto que
un falso negativo puede hacer que se omita la
diseccién axilar y por tanto no lograr un buen
control locorregional, objetivo primordial de la
cirugia. Ademas,es importante que el analisis del
ganglio centinela se haga intra-operatoriamente,
asi si hubiera que realizar la diseccién axilar,
serfa en la misma intervencién®. Sin embargo,
la inmunohistoquimica, citometria de flujo y
analisis de biologia molecular requieren mas
tiempo, por lo que se hacen pos cirugia®!®,

Para estudiar el ganglio centinela existen
varios métodos

Morfologicos
Histologia clasica (H/E).
1. Inmunohistoquimica.

2. Analisis de secciones seriadas
multiples congeladas

3. Citologias
No morfolégicos
4. Citometria de flujo

5. Analisis molecular

El estudio del ganglio centinela utilizando
analisismolecular: latécnicade RT-PCR, consiste
en detectar micro metastasis ampliando mRNA
que se expresaen las células tumorales, mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa. Estas
moléculas de mRNA deben ser especificas de
células tumorales, no deben existir en células
propias del ganglio.

Diferentes estudios han evaluado el estudio
de la RT-PCR para este propésito: Schults y
col. compararon keratina 19 RT-PCR con los
resultados histopatolégicos en ganglios linfaticos
de pacientes diagnosticadas de cancer de mama‘.
De 39 ganglios que histolégicamente eran
negativos, 14 fueron positivos con RT-PCR.
Vannucchi y col. ®, compararon MUC 1 con
keratina 19 RT-PCR y encontraron que los 10
ganglios que fueran positivos con histologia
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también lo fueron con RT-PCR y 8 que habian
resultado negativo con RT-PCR se comprobd
que habia micro metastasis.

Se han investigado diferentes marcadores
mRNA de células tumorales para averiguar
cuales son los mas fiables en la deteccion de
micro metdastasis en un ganglio centinela: en el
cancer de mama, por ejemplo la CK19 y la 20;
en el melanoma, los genes 1y 3.

Bostick y col.®,en suexperiencia,encuentran
que la RT-PCR puede ser mas sensible que la
histologia para detectar micro metdstasis. Mitas
y col.’, comparando 146 ganglios centinela de
123 pacientes con céncer de mama, estudiados
con histopatologia o con RT-PCR vy utilizando
5 marcadores para RT-PCR, demuestran que
cada marcador individualmente no aumenta la
sensibilidad, pero combinados si hacen que la
RT-PCR sea mas sensible que la histologia.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO PLANTEADO

PRIMARIOS

1. Describir la técnica empleada en este
estudio.

2. Comparar la sensibilidad de los métodos en
nuestro medio: H/E, PCR.

SECUNDARIOS

1. Valoraciéndelaindicaciondelaincorporacion
de la técnica de analisis de PCR en el estudio
rutinario del carcinoma de mama.

HIPOTESIS DE TRABAJO

1. PRIMERA FASE: demostrar que existe un
grupo de pacientes estadio patolégico NO que
presentan metastasis en el estudio de PCR
no diagnosticadas por métodos de rutina lo
que implica un cambio en la estadificacion
final.
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2. SEGUNDA FASE: demostrar la implicacion
del diagnéstico de metastasis axilares
por PCR en el prondstico tumoral en
términos de supervivencia y tiempo libre de
enfermedad.

METODOS

SUJETOS DE ESTUDIO SELECCION DE LAS
PACIENTES

Para que satisfagan los criterios de inclusién
en la biopsia del ganglio centinela las pacientes
deberan ser menores de: 75 afios y IMC (indice
de masa corporal) menor de: 35 es decir, se
desecharan las pacientes de edad avanzada o
las obesas por el bajo indice de deteccién del
ganglio centinela en estas pacientes.

Se recogerd un consentimiento informado
de cada paciente incluida en el estudio
consentimiento informado. Todas deben recibir
tratamiento quirdrgico primario por carcinoma
de mama, sea conservador o radical, por lo
que se desecharan las pacientes que reciban
quimioterapia neoadyuvante. La clasificacion
de las pacientes segin su estadio se basara
en el sistema del AJCC (American Joint
Committee on Cancer), para lo cual se acudira
tanto a la informacién clinica como al estudio
anatomopatoldgico rutinario. Se incluirdn las
pacientes con estadio clinico TINO, T2NO, es
decir, carcinomas invasores menores o iguales
a 50 mm sin afectacion clinica axilar.

TECNICA

MEDICINA NUCLEAR

El dia previo a la intervencién quirudrgica
se realizard la inyeccioén con Tecnecio 99 m
por el servicio de medicina nuclear, como estd
estandarizado enlaunidad de patologia mamaria

del departamento de obstetricia y ginecologia
del Hospital Clinico San Carlos.

Técnica
e Ubicacion: servicio de medicina nuclear,
Hospital Clinico San Carlos

* Tiempo: la inyeccion se realiza 18-24 horas
antes de la cirugia.

* Dosis: 0,1 mCi de Tc 99m
* Localizacion: periareolar, intradérmica.

e Gammagrafia de comprobacién 16 a 18
horas tras la puncién. Comprobacion de la
migraciéndel coloide radiactivo hastala axila.
Contaje de nimero de ganglios centinela.

CIRUGIA

Inyeccién de azul de metileno

Reseccion del ganglio centinela

Biopsia intra-operatoria del ganglio
centinela

ANATOMIA PATOLOGICA

Cada ganglio es seccionado en 4 partes,y cada
una identificada para el andlisis posterior:

1. Estudio diferido del ganglio centinela:
hematoxilina-eosina (de rutina)

2. Estudio diferido del ganglio centinela:
inmunohistoquimica (estudio financiado)

3. Estudio de micro-angiogénesis tumoral en el
ganglio centinela (estudio financiado)

GENETICA MOLECULAR (Cuarta seccion del
ganglio centinela)

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA
GENOMICO DE TEJIDOS EMBEBIDOS EN
PARAFINA

El protocolo describe la separacion de la
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parafina por extraccién con xileno. La muestra
de tejido es luego procesado de acuerdo con el
QIAamp DNA Mini Tissue Protocol.

1. Ponerunapequeiiaseccién (no mésde 25 mg)
de tejido embebido en parafina en un tubo de
micro centrifuga de 2 mL.

2. Aiadir 1 200 uL de xileno y esperar durante
2 horas, durante este tiempo agitar en vortex
vigorosamente cada 30 minutos.

3. Centrifugar a 14 000 rpm durante 15 minutos
a temperatura ambiente.

4. Separar el sobrenadante con la pipeta. No
remover nada del pellet.

5. Anadir 1200 puL de etanol (96 %-100 %)
al pellet para trasladar el xileno residual y
mezclar despacio con vortex.

6. Centrifugar a 14 000 rpm durante 15 minutos
a temperatura ambiente.

7. Cuidadosamente separar el etanol con la
pipeta. No remover nada del pellet.

8. Repetirlospasos5-7dosvecesaconcentraciones
decrecientes de etanol (85 % y 70 %).

9. Incubar en un tubo de micro fuga abierto a 37°
C durante 10-15 minutos mientras el etanol
se evapora.

10.Suspender el pellet de tejido en 180 uL de
buffer ATL y seguir el protocolo de tejido
desde el paso 2.

Guardar el DNA extraido en buffer AE a

—20° C; DNA guardado en agua esta sujeto a

hidrélisis 4cida.

CUANTIFICACION DNA

Medir la absorbencia a 260 nm, el valor debe
encontrarse entre 0,15-1,0; en caso contrario
diluir la muestra.

CONCENTRACION DNA = 50 ug/mL- A
- Factor dilucién

260 nm
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PUREZA = A /A

260 nm 280 n

=18-20
ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se presentan con
su distribucién de frecuencias y su intervalo de
confianza exacto al 95 %, segtn la distribucién
binomial. Las variables cuantitativas se resumen
en su media y desviacion estandar (DE) junto a
su intervalo de confianza al 95 %.

Se evalda la asociacién entre variables
cualitativas con el testde Chi cuadrado o prueba
exactade Fisher,enel casode que mdsdeun 25 %
de los esperados fueran menores de 5. En el caso
de variables ordinales se contrastar4 la hip6tesis
detendenciaordinal de proporciones. Se estimara
elriesgorelativo junto a suintervalo de confianza
al 95 % segtin el método de Cornfield.

Se analiza el comportamiento de la variables
cuantitativas por cada una de las variables
independientes categorizadas mediante el test
de la t de Student (en comparaciones de una
variable con dos categorias) y/o el andlisis de
la variancia (ANOVA). Mediante esta técnica
se evaluan las diferencias de medias debido al
efecto individual, o principal de cada factor y/o
al efecto de sus interacciones.

Entodos los casos se comprobd ladistribucién
de la variable frente a los modelos tedricos y
se contrastard la hipotesis de homogeneidad de
variancias.

En todos los contrastes de hipdtesis se
rechazard la hipé6tesis nula con un error de tipo
I o error alfa menor a 0,05.

El paquete informético utilizado para el
andlisis serd SPSS para Windows Microsoft ®
version 11.0.

RESULTADOS

La muestra la constituyen 121 ganglios
centinela de 96 casos de carcinoma invasor
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mamario. No se incluyeron las pacientes con
migracién negativa o no satisfactoria (mas de
5 ganglios centinela). Soélo se incluyeron los
casos en que el estudio anatomopatolégico no
revel6 la existencia de metdstasis, tanto por
tincién con hematoxilina-eosina como por
inmunohistoquimica. No se incluyeron tampoco
las pacientes con micro metdstasis en ninguna
de las dos técnicas.

La edad mediana de las pacientes fue de 51
afios (rango=34-72). La mayor parte de las
pacientes fueron posmenopdusicas (65 %) sin
tratamiento hormonal sustitutivo (los 85 % de
las pacientes posmenopausicas).

En cuanto alalesion, fue mas frecuentemente
no palpable (74 %), detectada por lamamografia
como unalesién espiculada (35 % de las lesiones
radiolégicas) o microcalcificaciones (61 % de las
lesiones radiolégicas). En el 4 % de los casos
la lesién no se objetivé en la mamografia y si
en la ecografia.

El tumor fue de tipo ductal invasor en el
84 % de los casos, correspondiendo a lesion
multicéntrica en el 6 %. Se procedio a cirugia
conservadora en el 58 % de los casos.

En esta fase del estudio hemos incluido 96
ganglios centinela que resultaron negativos de
malignidad en el estudio anatomopatolégico
inicial de hematoxilina-eosina.

Las piezas se han recolectado en quir6fano
directamente, procediéndose a la inclusién en la
solucién de guanidina (RNA STAT-60). (Figura
1y?2).

Cada ganglio se analiz6 de forma separada,
incluyendo latotalidad del RN A, realizandose el
estudioen tiemporeal. Todo el material utilizado
corresponde al material fungible facturado en
este estudio.

El estudio de RNA-RT en tiempo real
incrementd la sensibilidad del estudio de 89 %
a 93,5 % (P=0,021) y la fiabilidad diagndstica
mejord del 95,5 % al 98,7 % (P=0,031).

Se produjo un aumento en el diagndstico de

metastasis axilares del 0 % (hematoxilina-eosina)
al 14 % (RNA-RT) (P=0,0023).

L Erprrh, el
e e o

Figura 1. Amplificacién de RNA.

RNA ribosémico sin degradacion.

Figura 2. RNA.

DISCUSION

Las caracteristicas demograficas demostraron
que estapoblacién podria serrepresentativade la
poblacién general. A pesar de las ya planteadas
limitaciones del estudio, la sensibilidad, la
fiabilidad y el valor predictivo negativo han

resultado similares alos conocidos enlaliteratura
(11-15)
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Se ha demostrado que la sobrevida de
las pacientes es mayor en ciertos casos si se
administra quimioterapia adyuvante (15 % vs.
4 %). Lapreguntaes: ;qué pacientes son las que se
beneficiany cuales las que s6lo sufren los efectos
secundarios? La existencia de micro metdstasis
en el ganglio centinela implicaria el paso de
células por la primera estacién ganglionar, con
la posibilidad de afectacién secundaria en un
futuro, la cual no se objetiva en el momento del
diagnéstico del tumor primario.

Existe un interés creciente en demostrar
micrometéstasis axilares desde que se han
incluido en la estadificacion TNM (AJCC) las
micrometdstasis mayores de 0,2 mm incluso
siendo detectadas por técnicas no rutinarias.
Sin embargo, el significado prondstico de
las pacientes sin metdstasis en el estudio por
hematoxilina-eosina, y con micro metastasis
por inmunohistoquimica o por técnicas
moleculares, es desconocido, y su manejo es
muy controvertido.

El estudio biomolecular permite la deteccion
de micrometdstasis mediante una técnica
mas fiable que las aportadas por la anatomia
patolégica, y los resultados que presentamos
son similares a otros en la literatura. El estudio
inmunohistoquimico consiguié aumentar el
porcentaje de pacientes con afectacion axilar,
pero el estudio molecular fue claramente mas
eficaz 19,

El problema al que nos enfrentamos es la
necesidad de plantear tratamientos agresivos a
estas pacientes. Primero es necesario conocer

su capacidad predictiva del riesgo de recidiva
y muerte, y su correlacion con otros factores
prondsticos conocidos 1718,

La posibilidad de aumentar el nimero de
falsos positivos desaparece al utilizar la técnica
en tiempo real, lo cual permite cuantificar la
expresion génica de base para conseguir lo
umbrales de positividad apropiados.

En cuanto a los factores prondstico, no se
observé relacion entre el resultado del andlisis
PCR vy el grado de malignidad, el cerB2-neu,
la presencia de positividad para los receptores
hormonales, el porcentaje de Ki-67, el tipo de
cirugia,olaedad delapaciente enel momentodel
diagnéstico. Ello no quiere decir que el estudio
PCR informe o no sobre el prondstico, si no que
podria ser un factor prondstico independiente.
Ademas, si se observo relacién agrupando los
casos de mayor riesgo conocido, detectandose
por lo tanto una poblacidén de bajo riesgo en la
que se obviaria la quimioterapia.

Asi observamos, que si agrupamos las
pacientes con Ki-67 mayorde 5 %,lamayor parte
delos casos en que se observaron micrometastasis
estaban en ese grupo, por lo cual podemos aceptar
una relacién entre los dos factores prondstico.

Algo similar observamos con las pacientes
grado Il y grado I1I cuando fueron agrupadas; la
relacion con la existencia de micrometastasis es
evidente,pudiendo aceptar que existe un grupode
carcinomas de mama de menor agresividad; no
s6lo para plantear que estas pacientes no reciban
tratamiento adyuvante, si no para planificar
tratamientos quirdrgicos menos agresivos.
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