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RESUMEN

OBJETIVO: Eneste trabajo estudiamos las caracteristicas
clinico-patoldgicas en pacientes con diagndstico de cancer
de mama a las que se les practicé el estudio del ganglio
centinela por medio del método de amplificacién de dcido
nucleico en un paso. METODO: Pacientes con carcinoma
de mama estadio Tis-T2NOMO fueron escogidas para el
estudio. El estudio completo del ganglio centinela fue
llevado a cabo intra-operatoriamente con el método de
OSNA. Para las pacientes quienes fueron a diseccién
ganglionar, los ganglios no centinelas fueron examinados
con estudio patolégico de rutina. RESULTADOS: 139
biopsias de ganglio centinela de 72 pacientes se analizaron.
Las metdstasis fueron detectadas con mayor sensibilidad
por el método de OSNA que por el estudio citolégico. Las
pacientes quienes tuvieron metastasis en el centinela por
el método de OSNA, presentaron un riesgo de metastasis
a los ganglios linfaticos de la diseccién axilar de un
35 %. El riesgo de metdstasis a ganglios linfdticos no
centinelas fue significativamente bajo en los centinelas
con micrometdstasis en comparacién en los que el ganglio
centinela tenfa macrometéstasis. CONCLUSION: El
método de OSNA puede ser utilizado en la rutina clinica
parael ganglio centinela, y su capacidad para determinar el
volumen tumoral de la metdstasis pudiera ser un poderoso
factor predictivo para la metdstasis a ganglios no centinelas.
Estudios posteriores con mayor nimero de pacientes son
necesarios para confirmar la utilidad de esta prueba para
la seleccién clinica de pacientes que no necesitarian de
diseccién axilar.
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SUMMARY

OBJECTIVE: The objective of this study was to confirm
the reliability and the usefulness of the one step nucleic acid
amplification assay in routine clinical use for sentinel lymph
node biopsy of breast cancer patients. METHODS: The
patients with diagnostic of Tis-T2NOMO breast cancer who
underwent comprised the study cohort. A whole sentinel
lymph node was examined intra-operatively with the assay.
For the patients who underwent axillary dissection, non-
sentinel nodes were examined with the routine pathologic
examination. RESULTS: In total, 139 biopsy of sentinel
node from 72 patients were analyzed. Sentinel lymphatic
nodes metastases were detected with greater sensitivity by
the OSN A assay than by pathologic examination, as expected
from the difference in the size of the specimens examined.
Patients who had sentinel node metastases assessed with
the OSNA assay proved to harbour non-sentinel node
metastases with an overall risk ratio of 35 %. The risk of
non-sentinel node metastases was significantly lower for
the patients who had positive sentinel nodes assessed as
micrometastases than for those who had sentinel nodes
assessed as macrometastases. CONCLUSIONS: In this
work we conclude that the OSNA assay can be used for the
routine clinical sentinel node, and its assessment for the
volume of metastasis may be a powerful predictive factor
for non-sentinel node biopsy metastasis. Further studies
with more patients are needed to confirm the usefulness
of this assay for selection in the clinical setting of patients
who do not need axillary dissection.

KEY WORDS: Sentinel lymph node, OSNA, cancer,
breast, metastasis.
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INTRODUCCION

a biopsia del ganglio centinela

(GC) durante el acto operatorio se

haconvertido enun procedimiento

estandar en el tratamiento del

cancer de mama 19, La utilidad

de este método se basa en su
capacidad para predecir la presencia de metéstasis
en el resto de los ganglios linfaticos axilares con
elevada precision. Asi este recurso evitaria las
disecciones ganglionares innecesarias, asi como
la morbilidad relacionada con el vaciamiento
axilar.

Para el analisis durante el acto operatorio del
GC, se realizan procedimientos convencionales
de anatomia patol6gica que incluyen la valoracién
de secciones histopatolégicas congeladas y
tefiidas con Hematoxilina-Eosina (HE), o el
estudio de preparaciones citolégicas efectuadas
por aposiciéon/raspado del material remitido;
ambos procedimientos, complementados con
el estudio histopatolégico definitivo %' Sin
embargo, es importante resaltar que la tasa de
resultados falsos negativos utilizando métodos
de estudio intraoperatorio con HE varia entre un
5 % yun52 % . Adicionalmente, los resultados
de estos estudios aportan datos subjetivos y
no objetivos, los cuales pueden diferir entre
patélogos Y. Inclusive en determinadas
ocasiones, puede ser complicado asignar el
estadio ganglionar (pN) adecuado al paciente,
como por ejemplo cuando en un ganglio linfatico
existen varios grupos de células metastésicas o
patrones dispersos de metéstasis.

Debido a lo anterior, se han intentado
desarrollar métodos intra-operatorios que
proporcionen diagndsticos precisos, permitiendo
llevar a cabo disecciones ganglionares en las
pacientes que lo ameriten, evitando las cirugias
en un segundo tiempo, el estrés para la paciente
y el costo hospitalario %519, Un procedimiento
implementado con esta finalidad es el método
de OSNA (del inglés, one-step nucleic acid
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amplification) el cual permite la deteccién de
células tumorales en el GC, basandose en una
RT-LAMP (reverse transcription loop-mediated
isothermal amplification), que consiste en
transcripcion reversa del 4cido ribonucleico
mensajero (ARNm) de la citoqueratina 19
(CK19). De esta forma, el método OSNA mide
de forma cuantitativa el ARNm de la CK-19
existente en el ganglio centinela. Dicho ARNm
de CK-19 se utiliza como marcador en el cancer
de mama debido a su alta expresién en células
tumorales y bajapresenciaen las células normales
del ganglio linfatico !7.

El presente estudio tiene como finalidad
analizar las caracteristicas clinico-patolégicas
de un grupo de pacientes con carcinoma de la
glandula mamaria a las que se les realizé estudio
del GC mediante el método de amplificacién de
4cidonucleicoenun paso. Asimismo,se analizan
las ventajas y desventajas en la implementacion
de este método.

METODO

Parael presente estudio se incluyeron todas las
pacientes intervenidas por carcinomade glandula
mamaria y que en el acto operatorio se realizé el
estudio del GC mediante el método de OSNA UV,
durante el periodo de febrero de 2011 a febrero
de 2012. Previo ala seccion del (los) ganglio(s)
porelmétodo OSNA,serealizaron dos citologias
por aposicion las cuales fueron teniidas por la
tincién convencional de Papanicolaouo H-E, para
su evolucién simultdnea. Para el procedimiento
de OSNA se establecieron los siguientes valores
como puntos de referencia de acuerdo a estudios
previos de validacion (1-17:18)

1. Macrometastasis, si la cuantificaciéon de
ARNmMm era mayor de 5 x 10* copias ARN/uL.
2. Micrometastasis, si la cantidad de ARNm era
entre 2,5 x 10%y 5 x 10° copias ARN/uL.

3. Negativo para metdstasis cuando la cantidad
de ARNm era menor de 2,5 x 10? copias de
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ARN/uL. Los criterios de inclusién para la
realizacion del estudio intra-operatorio del
ganglio centinela fueron aprobados por el
comité de patologia mamaria de nuestro centro
e incluyeron: pacientes con estadios clinicos
Tis extensos, T1/2NOMO con axila, clinica y
ecosonograficamente, negativa.

Durante el periodo de estudio se obtuvo un
total de 72 pacientes. A partir de las historias
clinicas y de los informes de anatomia patolégica
se consideraron variables de interés adicionales
parael andlisis como: laedad,el tamafo tumoral,
el tipo y grado histolégico, los receptores
hormonales,laexpresiéon de oncoproteina HER2/
Neuutilizando el método de Herceptest,el indice
de proliferacion celular mediante la expresion
nuclear de Ki-67 por inmunohistoquimica, el
tratamiento previo y la diseccién ganglionar
axilar, entre otras. En los casos en los cuales el
estudio para Herceptest fue informado como 2+,
se realiz6 la prueba de CISH para investigar la
amplificacién genética.

El anélisis estadistico de los datos obtenidos
se realizé mediante frecuencias relativas
y absolutas, asi como con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para determinar si la
muestra podia seguir una distribucién normal
(P < 0,05 no muestra distribucién normal).
Para el andlisis de las relaciones univariables y
diferencias entre ellas se utilizaron las pruebas
de Chi-cuadrado, Kruskal-Wallis y de Mann-
Whitney. Un valor de P menor de 0,05 en
cada una de las pruebas fue considerado como
con diferencia estadisticamente significativa.
Finalmente, para establecer el riesgo asociado
a metdstasis segun la cuantificacién de CK19 o
diagndstico de macrometdstasis/micrometéstasis
se realiz6 una prueba de regresion logistica para
cada modelo.

RESULTADOS

HALLAZGOS CLIiNICOS

Las 72 pacientes estudiadas presentaron
edades comprendidas entre los 38 y 85 afios
(Media: 58,12). Los estadios patolégicos
tumorales mas frecuentes fueron el pTlc con
26 casos (36,62 %), seguido por el pT2 con 22
(30,99 %). Cinco (7,04 %) pacientes fueron
categorizadas como Tis. Cinco pacientes
recibieron tratamiento previo alacirugia,con dos
respuestas completas, dos parciales y un caso en
el que no se evidencio respuesta al tratamiento.
En el caso de la respuesta completa no se pudo
definir el estadio patolégico.

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

El tipo histolégico mas frecuente fue el
carcinoma ductal infiltrante en 62 pacientes
(87,32 %), seguido por el carcinoma lobulillar
en 5 casos (7,04 %). El grado histolégico II se
evidencié en 33 casos (46,48 %). El 87,52 %
expresaron receptores de estrogeno y 83,33 %
fueron receptores de progesterona positivos.
Desde el punto de vista inmunohistoquimico 4
pacientes (5,55 %) fueron triple negativas (RE,
RP y HER2/neu, negativos). La expresion de
oncoproteina HER2/Neu fue negativa (0o 1+)en
48 casos (76,19 %) y positiva (3+) en 4 pacientes
(6,35 %). En once pacientes (11,46 %) el HER2/
neu fue interpretado como 2+,no demostrandose
amplificacion mediante el CISH. De estos once
pacientes, cuatro fueron monosomias (Cuadro 1).

HALLAZGOS DEL GANGLIO CENTINELA
POR EL METODO DE OSNA

De las 72 pacientes, se estudiaron un total
de 139 ganglios linféticos axilares, referidos
como centinela, con una media de 1,93 ganglio/
paciente. En 34 pacientes se analiz6 un ganglio,
19 con dos ganglios, 10 con tres, 6 con cuatro
y 2 con cinco ganglios. En 42 (58,33 %)
pacientes el resultado del ganglio centinela
fue negativo. Se detectaron 16 (22,22 %)
pacientes con micrometdstasis y 14 (19,44 %)
con macrometastasis (Figura 1). A las pacientes
con diagndstico de micro y macrometastasis se
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N %
NA 1 1,41
T1a 4 5,63
T1b 9 12,63
T1c 26 36,62
ESTADIO PATOL.
T2 22 30,99
T3 2 2,82
Tis 5 7,04
Tmic 2 2,82
Dutual 62 87,32
Lobulillar 5 7,04
1
TIPO HISTOL. Medular_ 141
Micropapilar 1 141
Mucinoso/papilar 2 2,82
Papilar inv 1 1,41
1 4 5,63
2 33 46,48
3 13 18,31
GRADO HISTOL.
alto 3 4,23
intermedio 1 1,41
NA 17 23,94
0 14 22,22
34 53,97
HERCEP TEST
11 17,46
4 6,35
10 14,71
CISH NA
0 58 85,29
MONO 4 5,88
SOMIAS
0 64 94,12
0 42 58,33
OSNA RESULT: MICRO 16 22,22
MACRO 14 19,44
14 46,67
MACRO vs MICRO MACRO
MICRO 16 53,33
Si 31 43,06
VACIAMIENTO
No 41 56,94

NA= No aplica.

Cuadro 1. Caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con carcinoma de mamay ganglio centinela procesado
por el método de OSNA (N=72). Febrero 2010-febrero 2011.
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Figura 1. Resultados de dos pacientes mediante el método de OSNA para determinacién de citoqueratina
19 (CK19). A. Caso con micrometastasis (+) cuya cuantificacion fue 3,8E+03 copias/uL.. B. Caso con
macrometastasis (++) con valor de 1,0E+04 copias/ul. En cada uno de los casos se muestra la curva de

progresion de la reaccion en tiempo real.

les practicé diseccion ganglionar axilar, el cual
generalmente incluia los niveles I y II.

Enlastreintapacientes alas que se les practicé
la diseccion ganglionar axilar, se obtuvieron
entre 4 y 37 ganglios (Media: 18,35). En 20
pacientes no se observaron ganglios linféticos
metastaticos adicionales, mientras que en 10
pacientes la diseccién ganglionar axilar mostrd
al menos un ganglio positivo (la presencia de
metdstasis varié entre 1 y 7 ganglios). De las
16 pacientes condiagndstico de micrometéstasis,
una (6,25 %) presenté un ganglio positivo en
la disecciéon ganglionar, en las restantes 15
(93,75 %) no se evidenciaron metastasis en

los ganglios estudiados. En las pacientes con
diagnostico de macrometastasis (14 pacientes),
diez (71 43 %) de ellas se confirm¢ la presencia
de metdstasis en la diseccion ganglionar axilar.
Cuando se estudio la correlacién entre el estudio
citolégico se pudo evidenciar que el mismo fallé
en la deteccidén de micrometéastasis en el 100 %
de los casos (0/16); mientras que en 78,57 % de
las pacientes con diagndstico de macrometastasis
se detectdé por medio del estudio citolégico
(11/14). No se evidencio correlacion estadistica
con la presencia de micro/macrometéastasis y las
variables clinico/patolégicas evaluadas.
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DISCUSION

El estudio del GC en pacientes con carcinoma
de glandula mamaria es una herramienta
imprescindible. Sin embargo, su valoracién
intra-operatoria es limitada, con una precisiéon
diagnéstica variable. Esto impone el analisis de
los ganglios con protocolos histopatolégicos en
parafina especificos; lo cual, en el caso de que se
logre demostrar patologia metastésica, llevariaa
procedimientos quirdrgico adicionales !,

Con la finalidad de mejorar la deteccién de
enfermedad metastasica en el GC, diferentes
procedimientos se hanllevadoacabo,dentrodelos
cuales se pueden mencionar: secciones multiples
del material congelado ?” e inmunohistoquimica
rapida tanto en citologias intra-operatorias
2122 como en cortes congelados “*2%. Un
método alternativo para el estudio del GC son
las pruebas moleculares 11?9, En el presente
estudio se utilizé el método de OSNA para el
analisis de 72 pacientes con cancer de mama, de
las cuales el 56,88 % no se demostré metastasis
y el 43,12 % tuvo expresion cuantitativa para
la citoqueratina 19, considerdndose por ello
el diagndstico de metastasis. Estos resultados
difieren de los evidenciados por otro grupo, en
el cual en 35 pacientes analizadas por el mismo
método, el 82,86 % fue negativo para metdstasis,
mientras que el restante 17,14 % fue positivo
para enfermedad metastdsica ?”. Aunque en la
mayoria de los estudios de OSNA no se analiza
este dato, esta discrepancia pudiera deberse a
diferencias en los criterios de inclusién de las
pacientes.

En un reciente estudio multicéntrico
desarrollado por el grupo japonés de OSNA @,
se demostré que la sensibilidad para detectar
metéstasis enlos GC fue mayor parael método del
OSNA que para el examen patolégico. Nuestros
resultados demostraron hallazgos similares en
cuanto a la capacidad diagndstica del ganglio
centinela, sobre todo si tomamos en consideracion
el diagnéstico de micro o macrometastasis. Es

Rev Venez Oncol

indudable, que la deteccién de volimenes
tumorales menores requiere un muestreo
exhaustivo y total para su deteccién, situacion
que durante el acto operatorio es practicamente
imposible, por medios convencionales. Otro
aspecto interesante del trabajo japonés, fue
el riesgo relativo de metastasis al resto de los
ganglios de la diseccion axilar el cual se ubicé
en un 33,7 % @®. Por ultimo, tal y como fue
evidenciado en el presente estudio, el riesgo
de metastasis a la diseccion ganglionar fue
significativamente bajo en las pacientes con
diagnéstico de micrometdstasis comparado
con aquellas pacientes con positividad para
macrometdstasis por OSNA. Hallazgos similares
han sido descritos recientemente con diferencia
significativa entre el diagnoéstico de micro/
macrometastasis @®.

El método OSNA tiene una serie de ventajas,
como son: elevada sensibilidad y especificidad
diagnésticas; rapidez (tiempo promedio de
evaluacién de un ganglio centinela completo
entre 20 a 30 min); automatizacion; eficacia costo/
efectividad (todo en un procedimiento); evitare-
intervenciones; no necesita condiciones estériles
ni altas temperaturas para la desnaturalizacién e
hibridacién de las cadenas de acidos nucleicos.
Apesardetodas estaventajas,laimplementacion
por parte de un servicio de anatomia patolégica
de este método puede ser complicada porque
requiere un espacio reservado para las maquinas
de procesamiento, costo elevado de reactivos y
materiales (165 €/ganglio), congelador a -80 °C
paraalmacenar las muestras evaluadas, personal
cualificado y que no pudiera ser realizado en los
tumores sin expresion de citoqueratina 19.

En conclusién, el método OSNA es una
técnica,con una alta sensibilidad y especificidad
diagnésticas, de poco tiempo de duracién, y que
permite un andlisis cuantitativo y no-observador
dependiente de las metdstasis ganglionares.
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