ARTIiCULO ORIGINAL

Rev Venez Oncol 2005;17(4):182-188

IDENTIFICACION DEL GANGLIO CENTINELA
EN CANCER DE COLON CON TECNICA DE AZUL PATENTE V.

ARGIMIRO RODRIGUEZ, RUBEN HERNANDEZ, JOSEFA MARIA BRICENO, ARON KRYGIER, DAVID
PARADA, SARA MAISSI, RAFAEL BARRIOS, ROBERTO RAMIREZ

SERVICIO DE VIAS DIGESTIVAS, HOSPITAL ONCOLOGICO “PADRE MACHADO”, CARACAS, VENEZUELA.

RESUMEN

OBJETIVOS: Estudiar la factibilidad de la deteccion del
ganglio centinela en el cancer de colon, determinando su
exactitud diagnostica y valor en la estadificacion de estos
pacientesMETODOS: Se incluyeron todos los pacientes
con diagnoéstico histologico y endoscopico de cancer de
colon, excluyéndose aquellos con radioterapia o
quimioterapia previa, o antecedentes de cirugias
abdominales. Seinyect6 peritumoralmente y subseroso 1
mL de Azul Patente ¥, realizando la cirugia habitual-
mente indicada, identificando en el transoperatorio 0 ex
vivo el ganglio centinela. A los ganglios hematoxilina-
eosina negativos se les realizé inmunohistoquimica.
RESULTADOS: Se incluyeron 16 pacientes con cancer
de colon. Se identificé el ganglio centinela en 62,5 % de
los casos. Hubo 20 % de falsos negativos. Todos los
ganglios centinelas negativos por hematoxilina y eosina
lo fueron por inmunohistoquimica. No hubo correlacién
estadisticamente significativa entre las caracteristicas
propias del tumor y la identificacion del ganglio centinela.
CONCLUSIONES: La determinacién del ganglio
centinela es factible en el cancer de colon. Su hallazgo no
se relaciona estadisticamente con el tamaifo, grado de
diferenciacion y ubicacion del tumor o valores
predeterminados de antigeno carcinoembrionario. Hace
falta la convalidacién del tiempo y estudios comparativos
para establecer el valor pronéstico de este procedimiento.
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SUMMARY

OBJECTIVES: Determine the feasibility of sentinel
lymph node detection in colon cancer. The diagnostic
accuracy of the procedure and its value as a staging tool
is also evaluatedMETHODS: We included in this series
patients with diagnosis of colon cancer made by endos-
copy and biopsy. Previous abdominal surgery or
radiochemotherapy were considered exclusion criteria.
Patent blue dye was injected around the tumor in the
subserosa. Surgery was continued in the usual manner.
Intraoperatively or after the completion of the surgical
procedure (ex-vivo) the sentinel node was identified and
sent separately for histopathological analysis. Immuno-
histochemistry was performed in negative sentinel lymph
nodes evaluated with routine hematoxilin-eosin staining.
RESULTS: 16 patients with colon cancer were included
in this series. Sentinel lymph nodes were identified in
62.5 % of cases. There was a 20 % false negative rate. All
sentinel lymph nodes negative with hematoxilin-eosin
were negative with immunohistochemical studies. No
statistically significant correlation was found between
sentinel lymph node identification and tumor characteris-
tics. CONCLUSIONS: Sentinel lymph node identifica-
tion is a feasible procedure in colon cancer. It can be
performed in all cases regardless of tumor location, size
or histologic grade. ldentification rates are not related to
previous carcino embryonic antigen values, vascular or
lymphatic embolism. Larger series are required to vali-
date the procedure.

KEY WORDS: Cancer, colon, diagnoses, stages, senti-
nel lymph node.

INTRODUCCION

| cancer es la segunda causa de
muerte en Venezuela. En el afio
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1999 se registraron 1 472 muertes sb6lo por vivencia en pacientes con micrometéstasis
cancer de coldh. A pesar los adelantos enlos comparados con grupos similares sin micro-
métodos diagnosticos, técnicas quirlrgicas y metastasi®.

tratamientos adyuvantes, la cifra de muertes  yno de los métodos empleados para la
por esta causa no ha descendido signi- determinacién del ganglio centinela en cancer
ficativamente en el ultimo lustro. EIl estado de colon y recto es el uso del colorante vital
nodal es el factor pronostico mas importante azy| patente ¥, siguiendo los pasos descritos
para determinar supervivencia a los 5 afios. En por Wood y Saha de la Universidad de Michi-
pacientes con cancer de colon y ganglios garfe®, y por Tsioulias y Bilchik, del John
negativos, la tasa de supervivencia a los 5 afios\ayne Cancer Institut®. Las diferentes se-
es de 80 % a 90 %. Cuando hay ganglios ries internacionales reportan unaidentificacién
positivos baja la sobrevida a 69 %, si es un solo de| ganglio centinela de 70 % a 98,859%4)
ganglio y a 27 % si hay seis o mas ganglios pe |os ganglios centinelas hematoxilina eosina
pOSlthng—A). El20 % de los paCIenteS en estadio negativos1 se reportan alrededor de 8,7 % a
I'y I, segun la clasificacion TNK, es decir, 25 o de micrometastasis evidenciadas por
sin ganglios positivos, recaen y mueren por inmunohistoquimic&®!*14 Los falsos
enfermedad sistémica. El uso de la deteccion pegativos varian desde 60 % hasta un @9

del ganglio centinela en la patologia colorrectal se definen como falsos negativos el valor
neOpIéSica trata de resolver la interrogante porcentual entre el niumero de gang”os no
planteada en los casos que son ganglios centinelas positivos con ganglio centinela

negativos y presentan pobre evolucton EI  negativo en relacion al total de casos de ganglios
ganglio centinela esta definido como el ganglio positivos.

0 grupo de ganglios correspondientes a la
primera estacién donde hacen metastasis las
células neopléasicas, evidenciado por diversos
meétodos. A diferencia de otras neoplasias como
melanoma o mama, la deteccion del ganglio
centinela en el cancer de colon no esta orientada
a cambiar el procedimiento quirurgico, METODOS
manteniéndose la reseccién completa en una

sola pieza del colon y su mesenterio hasta 10s  gqy,dio prospectivo realizado en el Servicio

ganglios principales como el estandar de 4o a5 Digestivas del Hospital Oncolégico

tratamiento. ldentificar el o los primeros p_4re Machado en el periodo comprendido en-
ganglios que drenan eItumordebe,teéricamente,tre mayo de 2001 hasta octubre de 2002. Se
p_rede.cw el estadq gang'llona'r'del resto de 'Ia incluyen a todos los pacientes con diagnéstico
pieza; en otro sentido, el identificar este ganglio iqynatol6gico preoperatorio de cancer de co-
centinela permite hacer un estudio histo- o4 ianificados para cirugia curativa. Se

patologico mas exhaustivo, siguiendo 10S ,ngideran criterios de exclusién la radioterapia
lineamientos .aprggados para el analisis de \ g imioterapia previa, la cirugia abdominal

ganglios centinelds. Con el auxilio de la 0yja3 y 1a presencia de metastasis. Estos
Inmunohistoquimica puede determinarse la p,cientes debian tener diagnéstico histopa-
presencia 0 no de micrometastasis en este grupog|sqico de cancer de colon hecho a través de

de ganglios. El significado pronésti.co de este biopsia tomada por endoscopia, registrandose
hallazgo es a<_:tua|mente_contr'overS|aI. Se han tipo histolégico y grado de diferenciacion.
reportado series que evidencian menor super-

Nuestro objetivo es evaluar la factibilidad
del método en el cancer de colon en pro de
futuras implicaciones terapéuticas.
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Se registraron los niveles de antigeno
carcinoembrionario preoperatorio y en todos se
realiz6 tomografia abdominal-pélvica, ecoso-
nograma hepatico y radiografia de térax. Fueron
clasificados segun el método TNM (AJCC),
preoperatoriamente. En el acto operatorio,
realizado por abordaje habitual al caso
correspondiente, se identificé lalesion tumoral,
se inyecté un mL de Azul Patente®V

peritumoralmente en la subserosa, y cinco
minutos después se exploro laregion peritumoral
y el mesocolon en busca de trayectos linfaticos
coloreados de azul. Se identific6 el o los

solucion de buffer fosfato a pH 7,2 (PBS) por 5
min cada lavado. Se incubaron cada uno de los
casos con los anticuerpos primarios
monoclonales antigeno de membrana epitelial
(EMA pre-diluido, Dak®) y queratina AE1/
AE3 (Que-ratina prediluido, DaRy; dichas
incubaciones se llevaron a cabo durante 30 min
a temperatura ambiente. Las incubaciones con
el anticuerpo secundario universal biotinilado
unido al complejo enziméatico (DAK®O -
EnVisior®) fueron realizadas a temperatura
ambiente durante 10 min en cada caso,
posteriormente se hicieron 3 lavados con PBS.

ganglios que se habian coloreado, se marcaronFinalmente los cortes de inmunohistoquimica

con hilo de sutura y se procedi6é a continuar la
reseccion de manera habitual.

fueron revelados con diaminobencidina,

En caso de nocontrastados con hema-toxilina de Meyer,

identificar ganglios coloreados se procedi6 de deshidratados con alcoholes a concentraciones
igual manera. Una vez resecada la pieza, en lacrecientesy aclarados con xilol, para finalmente
mesa de diseccion, fuera del campo quirdrgico, ser examinados en un microscopio de luz, con
se disec6 él o los ganglios coloreados. Los aumentos directos que oscilaron entre 3,5 Xy
ganglios centinela fueron enviados por separado 40 X. Cada uno de los casos problema fueron
para evaluacion histopatolégica. Se cuanti- corridos con controles positivos (correspon-

ficaron el numero de ganglios identificados en diente a secciones de piel) y controles negativos
la piezay el numero de ganglios centinelas. Los (en los cuales se afadi6 PBS en vez del
ganglios centinela fueron seccionados cada 2 anticuerpo primario). Se tom6 como caso

mm a 3 mm, incluidos en parafina, cortados con positivo cuando se evidencié expresion para

espesor de gm y coloreados con hematoxilina
y eosina.
sometieron a estudio inmunohistoquimico.

Inmunohistoquimica del ganglio centinela:

uno u otro anticuerpo primario, sin importar la

Los reportados como negativos se intensidad de reactividad para dicho anticuerpo.

Todos los demas ganglios fueron evaluados
histopatoldgicamente de forma habitual.

previo a desparafinar e hidratar los cortes Métodos estadisticos: se tabularon los datos en
histolégicos, se procedié a practicar la una base de datos de Excel para Window8 XP
recuperacion de antigenos, utilizando para ello, (Microsoft Corp, USA). Se calculé la mediay
unavaporera marca Black & DecRecolocando la desviacion estandar de las variables continuas;
las laminas durante 20 min a unatemperaturadeen el caso de las variables nominales, su
95° C enlasolucion DAK®(S1700) paradicha frecuencia y porcentaje. Para la correlacion
recuperacion. Posteriormente, se lavaron en estadistica de variables se utilizé la prueba Chi-
tres oportunidades con agua destilada por 5 cuadrado con la correccién de Yates, la prueba
min. Se continud con lainhibicién de la peroxi- Chi-cuadrado de Pearson y la prueba “t" de
dasa enddégena, incubandose el material a Student. Se consideré un valor estadistico
temperatura ambiente por 30 min en una solucién significativo si P< 0,05 y altamente significativo
de per6xido de hidrégeno-metanol al 3 %, siP<0,01. Todos los datos fueron procesados
(Per6xido de hidrégeno al 30 %, Macrose&jch con SPSS 10.0 para Windotvs

lavAndose inmediatamente tres veces con
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RESULTADOS ganglio con el grado de diferenciacion del tu-
mor (P=0,9327), o al correlacionar la ubicacién
del ganglio centinela con el nimero de ganglios
centinelas hallados (P= 0,3549) (Cuadro 1). Al
correlacionar el tamafio tumoral por anatomia
patologica segun TNM vy la identificacion del

Seincluyeron en el protocolo a un total de 16
pacientes con diagnostico preoperatorio de
cancer de colon, durante el periodo comprendido
entre mayo de 2001 hasta octubre de 2002. La . . .
muestra estuvo constituida por ocho hombres 'y ganglio centinela se obtuvo un valor de Chi
ocho mujeres con edades comprendidas entrecuadradqge 9’41.4.(P:.0,’8121)’ por I(.) queno se

evidencio significacion estadistica. Se

34 a 85 afios, conuna media de 54,62 afios y una ,
desviacion estandar de 15,31. Se disecaron uncomprueba de esta manera, en esta serie, que las
total de 169 ganglios correspondientes a las variables consideradas como ubicacién del tu-

piezas quirdrgicas de los 16 pacientes, con un mor primario en colon, grado de diferenciacion

minimo de 2 ganglios en un caso y un maximo tumo[al, ubi(,:a_cién del ganglio centine!a y
de 24 ganglios en dos casos. En una de Iastamanq patqlggmgrdeltumorno.se corr_elamonan
piezas fue reportado sélo plastron ganglionar. con la identificacion del ganglio centinela.

El promedio de ganglios disecados por paciente

fue de 10,5 ganglios.

De los 16 casos, se identifico el ganglio Cuadro 1. Correlacion entre las variables clinico-
centinela en 11 pacientes, lo que representa unpatoldgicas e identificacion del ganglio centinela.
62,5 % de identificacién para este estudio con
un intervalo de confianza de 35,8 — 83,7. Variables P
Presentaron positividad para metastasis por

hematoxilinay eosina, 3 de los 11 identificados, (L;bi((:jacijéndq]?l tumor . | 0’326382
representando un 27,27 %. De estos 3, en un rado de diterenciacion tumora 0812
caso fue el Gnico ganglio positivo cambiando el ¢\ .. 0 oo iar 0,852

estadio del paciente de estadio Il a estadio lll. £,pbolismo linfatico 0565
Ocho casos fueron negativos para metastasis
(72,72 %). El promedio de ganglios centinelas
por paciente fue de 1,6 ganglios.

Se hallaron 5 casos con ganglios metastaticos,

de los cuales, 3 fueron centinelas y uno no
centinela. En este (ltimo caso el ganglio

El antigeno carcinoembrionario fue medido
preoperatoriamente en 13 de los 16 pacientes,
centinela fue negativo tanto por hematoxilina obteniendo resultados que variaron entre 0,8 U/
eosina como por inmunohistoquimica teniendo - hasta 65,32 U/L. De estos 13 casos, en 9
este paciente un ganglio positivo no centinela, pacientes se identifico el ganglio centinela.

lo que representa para esta serie un 20 % deESt0S pacientes tenian valores medios de
falsos negativos. Ninguno de los ganglios antigeno carcinoembrionario de 14,72 U/L

centinelas negativos por hematoxilina y eosina (d€sviacion estandar de 21,1585). En los 4
mostré ser positivo por inmunohistoquimica. ~ €2S0S restantes, donde no se identifico el

No hubo correlacién estadistica en cuanto a ganglio, los valores de antigeno carcino-
. o . : . embrionario fueron menores, con una media de
la identificacion del ganglio centinela y la

S ; X 5,99 U/L (desviacion estandar de 6,94). A
ubicacién del tumor primario en colon (P=

. L . pesar que, el total de ganglios centinelas
0'166?)'. Tampoco s€ eV|den_C|o glgn|f|p§1n0|a identificados fue mayor en el grupo con valores
estadistica al correlacionar la identificacion del
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mas elevados de antigeno carcinoembrionario, identificado, resultaron positivos para metés-
no hubo significacion estadistica para estas tasis s6lo 3, representando un 27,7 %. Este
variables, calculandose una t= 0,789 con una valor se encuentra dentro de los reportados por
P=0,447. Otras variables a estudiar fueron; la Paramoy col*®, quienes obtuvieron un 25 % de
presencia de embolismo vascular, embolismo ganglios centinela positivos en comparacion
linfatico e invasién perineural en el tumor de con Saha y coP), quienes reportaron un 34 %
colon y su relaciéon con la identificacién del de positividad en los ganglios centinelas
ganglio centinela. La invasién perineural no identificados.

fue relacionada, pues estuvo presente solo en  para esta serie, el valor de falsos negativos
dos casos. El embolismo vascular mostro en fye de 20 %, correspondiente a un solo paciente
esta serie una sensibilidad del 66,7 % para la que mostro ganglio centinela negativo por
identificacion delgang”ocentinelaconIC(12,5 hematocilina y eosina y por inmunohis-

— 98,2) y una especificidad de 62,5 % con IC
(25,9 - 90,0), presentando la prueba un valor
global de 63,3 % con IC (31,6 — 87,6) y un Chi
cuadrado de Yates de 0,03 (P= 0,8529).

El embolismo linfatico mostré una
sensibilidad de 66,7 % con un IC (12,5 — 98,2)
y una especificidad de 75,0 % con IC (35,6 —

toquimica, y tenia un ganglio metastasico en la
raiz del mesocolon. Losreportes en otras series
varian entre 4 % a 10 % pero existen series
como la de Joosteny c6fy Gandy y col®,
quienes reportan 60 % vy 42,8 %, respec-
tivamente.

No se presentaron ganglios centinelas

95,5) paralaidentiﬁcaCién del ganglio Centinela. positivos por inmunohistoquimica en ninguno
En este caso el valor global de la prueba fue de ge |os ganglios centinela hematoxilina y eosina
72,7 % con IC (39,1 - 92,7) y un Chi cuadrado pegativos, este hecho apunta hacia un adecuado
de Yates de 0,33 (P = 0,5647). analisis histopatolégico de nuestras muestras.
En otras series, esto varia entre un 8 % a
11 9%4818),

Variables tales como, la ubicacién del tumor
primario, el tamafo tumoral y el grado de
diferenciacién no se correlacionaron esta-
disticamente con la identificacién del ganglio
centinela. Este hecho orienta a pensar que
independientemente del grado tumoral y de la
ubicacién del tumor, la determinacion del
ganglio centinela es factible. Algunos autores
relacionan la mayor posibilidad de hallar al
ganglio centinela en relacién con el tamafo

autores mencionan la posibilidad de aumentar Patolégico del tumdt?. La presencia de

el porcentaje de deteccién inyectando mayor emtfollsmo vasgular, Imfgtlco y los valores de

volumen de colorante segun el tamafio del tu- @ntigeno carcinoembrionario tampoco se

mor primario, pero en este trabajo se estandarizo COrrelacionaron estadisticamente con la

el volumen empleado a un mililitro. El promedio detérminacion del ganglio centinela. Muchos

de ganglios centinelas por paciente obtenido en INVestigadores han tratado de esclarecer la
este trabajo fue de 1,6 ganglios, cifra que se mterrogante o,le cuantos gangllos es adecuado
encuentra reportada en varias de las seriesdisécar y cuantos ganglios debe reportar el

referidas. De los 11 casos con ganglio centinela P2t0logo para que exista una adecuada

DISCUSION

En este trabajo se logré identificar al ganglio
centinela en un 62,5 % de los casos. Esto
coincide con algunas series internacionales
como la de Gandy y cdé?®, donde se reporta un
63 % de identificacion al utilizar Azul Patente
V® en 19 pacientes con cancer de colon. Sin
embargo, existen series con un mayor nidmero
de casos con un porcentaje de identificacion
gue varia entre 82 % y 98,8@%!113.16) Estos
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estadificaciéon del paciente. Esto es de capital ganglios centinela hallados, asi como, el total
importancia si recordamos que alrededor del de ganglios reportados por los anatomo-
20 % de los pacientes clasificados como estadios patélogos se encuentran dentro del promedio
I o Il mueren por enfermedad sistémica, es reportado por series internacionales. EI valor
decir, muy probablemente tenian metéstasis de falsos negativos esta dentro de los reportados
ganglionares subclinicas al momento de la internacionalmente. Aunque en este trabajo no
cirugia. No hay un consenso en los trabajos hubo micrometastasis, su presencia es contro-
revisados, pero si hay pruebas estadisticas queversial, y no hay consenso en cuanto a su
muestran que a mayor numero de ganglios interpretacion clinica ni valor prondstico. Son
negativos disecados la supervivencia es mayor necesarios estudios a largo plazo, que evaltuen
gue enlos grupos con menor numero de ganglios la supervivencia en los pacientes catalogados
positivos disecados. Esto es especialmente con micrometéstasis. Esimportante el comparar
aplicable en los pacientes ganglios negativos  grupos de pacientes con cancer colorrectal, a
19), guienes se lesrealiz6 estudio anatomopatologico

Concluimos que, el procedimiento del Pormétodode gangliocentinelacongrupos que
ganglio centinela en cancer de colon es un se estudiaron de forma habitual para conocer el
método sencillo y factible, con un adecuado reéal impacto o beneficio de este novedoso
porcentaje de deteccién. EI promedio de Procedimiento.
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