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RESUMEN

Introduccion: La biopsia selectiva del ganglio centinela es el procedimiento
de eleccion para la estadificacion axilar del cancer de mama y permite seleccionar
un subgrupo de pacientes en las que la linfadenectomia no aporta ningun
beneficio adicional. Se recomienda estudiar el ganglio centinela en su totalidad a
fin de evitar sesgos de localizacién de las metastasis, por lo que la inclusion de
técnicas moleculares para estudio, permite cumplir con esta meta. El objetivo de
esta investigacién fue desarrollar la metodologia y técnica molecular requerida
para el estudio de biopsias de ganglios centinela en cancer de mama temprano
(hasta 3 cm), empleando la expresion diferencial de los genes Mamaglobina vy
Citoqueratina 19 (CK19), mediante la RT-PCR (PCR transcriptasa reversa y gPCR
(PCR en tiempo real)

Metodologia: Durante el periodo de Octubre 2004 a Marzo 2010 se incluyeron en
el estudio 301 pacientes del Hospital Clinico San Carlos de Madrid Espafa
(HCSC) en estadio | y Il de cancer de mama. A todas se les realiz6 la técnica
quirargica del ganglio centinela, identificacion de metastasis ganglionar por las
técnicas histologicas convencionales, tales como: congelacion, impronta,
coloracion de hematoxilina y eosina (H&E) e Inmunohistoquimica (IHQ). Se
recolectaron muestras congeladas a -80°C para la extraccion de RNA y el estudio
molecular por RT-PCR y gPCR para los genes Mamaglobina y CK19. Los analisis
estadisticos se realizaron empleando el software STATA 12.0. La asociacién entre
Mamaglobina y CK19 se determin6 por la prueba exacta de Fisher. La validez
diagnostica: sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) se determinaron con un nivel de confianza del
95%, donde la pruebas Gold estandar fueron H&E y la combinacion H&E+IHQ. El
analisis de supervivencia para la expresiéon de Mamaglobina y CK19 (RT-PCR y

gPCR), H&E y la combinacion H&E+IHQ se estimo por la prueba de Kaplan-Meier
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y las diferencias entre estas por el test de Log-Rank.

Resultados: La determinacion de la positividad segun la técnica molecular fue:
para CK19 de 12.29 % vs Mamaglobina con 16.61% y al combinar los dos genes
de 18.6%, en comparacion a H&E con 15.61% y siendo comparable con la
H&E+IHQ con un 19.27%. La sensibilidad de la prueba fue de 68.9%, y la
especificidad del 93.42%, VPP del 71.43 % y VPN del 92.65 % estos resultados
correspondieron al estudio de una fraccion aleatoria del ganglio centinela. Los
resultados del analisis de supervivencia no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las curvas de supervivencia de acuerdo al resultado del test
(positivo y negativo), sin embargo al cabo de 5 afos las diferencias fueron notorias
en H&E (73.9% Vs 89.9%), H&E+IHQ (74.3% Vs 89.9%) y la expresién de los
genes de Mamaglobina y CK19 (78.2% Vs 89.9%).

Conclusion: La deteccion de micrometéstasis en ganglio centinela, mediante la
expresion en conjunto de los genes de mamaglobina y CK19, permiten obtener
valores de deteccién en menor tiempo y similar valor clinico a los obtenidos por las
técnicas Gold estandar H&E H&E+IHQ. Los beneficios de la implementacién de la
técnica molecular (expresion de mamaglobina y CK19) permitirian evitar segundas
intervenciones puesto que el estudio completo del ganglio se podria realizar

durante el tiempo quirdrgico.

Palabras claves: Mamaglobina, CK19, ganglio centinela, cancer de mama
temprano, RT-PCR, PCR y gPCR.
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ABSTRACT

Introduction: Selective biopsy of the sentinel lymph node is the election procedure
for axillary staging of breast cancer. It allows the selection of a subgroup of patients
in whom lymphadenectomy doesn’t contribute with an additional benefit. The reco
mmendation consists in study the totality of the sentinel lymph node to avoid metas
tasis location bias. Inclusion of molecular techniques in studies contributes to achie
ve this goal. The objective of this research was to develop the methodology and m
olecular technique required to the study of sentinel ganglion biopsies in early stage
breast cancer (<3 cm), employing the differential expression of mammaglobin and
cytokeratin 19 (CK19) genes through RT-PCR (reverse transcription PCR) and qP
CR (real-time PCR).

Methods: Between October 2004 and March 2010, 301 patients with breast cancer
, stages | and Il, from Hospital Clinico San Carlos de Madrid Espafia, were include
d. They underwent surgical technique of sentinel lymph node and identification of n
odal metastases with conventional histologic techniques such as: frozen section, i
mprint, coloration with hematoxylin and eosin (H&E) and immunohistochemistry (IH
Q). Frozen samples at -80°C were collected for RNA extraction and molecular stud
y with RT-PCR and gPCR for the genes mammaglobin and CK19. Statistical analy
sis was done with the software STATA 12.0. Association between mammaglobin an
d CK19 was determined with exact Fisher test. Diagnostic validity, including sensiti
vity (S), specificity (E), positive predictive value (PPV) and negative predictive valu
e (NPV), were determined within a confidence interval of 95%, were the gold stand
ard tests were H&E and the combination H&E+IHQ. Survival analysis for the expre
ssion of mammaglobin and CK19 (RT-PCR and gPCR), H&E and H&E+IHQ was e
stimated with Kaplan-Meier test and the differences between them with Log-Rank t

est.

Results: Positivity with the molecular technique was 12.29% for CK19 vs. 16.61%
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for mammaglobin, the result was 18.6% combining both genes in comparison to 15
.61% with H&E, which was comparable to 19.27% for H&E+IHQ. Test sensitivity wa
s 68.9% and specificity was 93.42%. PPV was 71.43% and NPV was 92.65%. Ther
e weren'’t statistically significant differences between the survival curves according
to the result of the test (positive or negative), however, in the 5-years-follow-up the
differences were evident for H&E (73.9% Vs 89.9%), H&E+IHQ (74.3% Vs 89.9%)
and the expression of the genes mammaglobin and CK19 (78.2% Vs 89.9%).

Conclusion:

Detection of micrometastases in the sentinel lymph node with the expression of the
genes mammaglobin and CK19, allows to obtain detection values in less time with
a similar clinical value compared to the results from the gold standard techniques:
H&E and H&E+IHQ. Benefits of implementation of the molecular technique (expres
sion of mammaglobin and CK19) would prevent second interventions thanks to the
entire study of the lymph node within the surgical time.

Key words: mammaglobin, CK19, sentinel ganglion, early stage breast cancer, RT
-PCR, PCR and gqPCR.
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2. INTRODUCCION

Aproximadamente siete millones de personas mueren en el mundo cada afio a
causa del cancer. Se espera que en el afo 2020 mueran 10 millones de
personas(l). El cancer en paises desarrollados provoca el 12.6% de todas las
muertes, segun datos de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS). La
incidencia ha aumentado progresivamente en los Ultimos afios debido al
incremento de los factores de riesgo que predisponen hacia algunos tipos de

tumores y al envejecimiento de la poblacion.

Se estima que solo en la unién europea para el afio 2012 se presentaron 3.45
millones de casos de cancer nuevos y 1.75 millones de muertes por esta
patologia, donde el tipo mas frecuente fue el cancer de seno (464.000 casos), el
cual fue la tercero en mortalidad (131,000 casos)(2). En este continente se
observa una incidencia de esta patologia de 73.3 casos por cada 100.000(3). En
contraste, en paises en via de desarrollo, en una ciudad como Santiago de Cali
(Colombia), la tasa de incidencia para cancer de mama en mujeres durante el
periodo del 2001-2005 fue de 46.8 por 100.000 mujeres al afio segun el registro
poblacional del cancer de Cali (RPCC) y publicado por IARC.

El cancer de mama es considerado un problema sanitario y social de primer orden.
Donde aproximadamente la mitad de las pacientes con cancer de mama
localizado y tratadas con cirugia radical sufriran una recidiva. Las metéstasis y la
invasion son la principal causa de morbi-mortalidad relacionada con el cancer de
mama y el poder desarrollar técnicas moleculares que permitan la deteccién

precoz de las metastasis axilares ha sido el objetivo de muchas investigaciones.

Antes de haber desarrollado la técnica quirtrgica del ganglio centinela, el
tratamiento del cancer de mama incluia la diseccion axilar completa para la
determinacion de las metéastasis axilares. En la actualidad las metastasis linfaticas
contintan siendo el factor predictivo mas importante y los estudios en la técnica
del ganglio centinela han permitido avanzar en su deteccién y en llevar un control

loco-regional adecuado. El estudio anatomopatoldgico de los ganglios linfaticos
18
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posterior a una diseccion axilar completa, donde se realizaban dos o tres cortes de
cada ganglio y se tefiian con hematoxilina y eosina (H&E), fue un procedimiento
rutinario que no permitia el estudio exhaustivo de todos los ganglios y dirigia los

esfuerzos diagnosticos a uno o dos de ellos especificamente. (4)

El ganglio centinela es definido como el primer ganglio de drenaje de la mama, el
cual se detecta con técnicas de medicina nuclear y/o colorante. Poder hacer esta
determinaciéon disminuye la morbilidad de una linfadenectomia axilar completa y

ha revolucionado el tratamiento del cancer de mama en la ultima década. (5)

También se ha establecido cuales son las pacientes candidatas a la técnica,
mujeres con diagndéstico de cancer de mama en estadios | y I, basicamente
tumores menores de 3 cm y sin compromiso axilar al examen clinico. El estudio
del ganglio centinela ha permitido disminuir las linfadenectomias
aproximadamente en un 60% en estos estadios. (6)

El advenimiento de nuevas técnicas en Patologia Molecular como la
inmunohistoquimica (IHQ), han aumentado la sensibilidad en la deteccion de las
micrometastasis en un 10 al 20%, frente a la coloracién de H&E. (7)(4)

La técnica molecular de reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-
PCR), ha incrementado de un 84% a un 93% la sensibilidad, y de un 95 a un 98%
la especificidad comparada con la H&E e IHQ (8). En casos donde se han
empleado como marcadores moleculares diferentes proteinas como HER2(9), entr
e los marcadores evaluados se encuentra la expresién de la Citoqueratina 19
(CK19), la cual se ha empleado marcador en células tumorales empleando
inmunocitoquimica (10), encontrandose expresado células tumorales circulantes
(11) y lineas celulares de cancer de mama por RT-PCR (12-14), permitiendo
diferenciales de células normales; esta expresion diferencial de CK19 se ha
observado en otras patologias como cancer de pulmoén (15) y neoplasia endocrina
pancreatica(16). Este tipo de marcadores podrian ser empleados en la deteccion

del tumor de mama en estadios precoces, donde es curable. Porque le el objetivo
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de esta investigacion fue desarrollar la metodologia y técnica molecular requerida
para el estudio de biopsias de ganglios centinela, en cdncer de mama estadios
temprano (hasta 3 cm), mediante la expresion de los genes Mamaglobina y
Citoqueratina 19 (CK-19) por RT-PCR y gPCR, asi como su validez diagndstica
sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) comparandolas con las pruebas Gold estandar coloracion de

Hematoxilina y eosina (H&E) y la combinacién H&E+IHQ (inmunohistoquimica).

2.1 EVOLUCION Y CONCEPTOS GENERALES EN EL MANEJO Y
DIAGNOSTICO DEL CANCER DE MAMA

2.1.2. Resefia historica

La primera referencia sobre el cancer de mama se encuentra en el papiro de
Smith (afio 3000-2500 a.c). (17) Hipodcrates (460-370 a.c) fue el primero en
describir las caracteristicas que diferenciaban entre los tumores benignos y
malignos, pero la primera descripcion detallada de una mastectomia la realizo el
griego Lednidas, de la escuela de Alejandria (siglo | a.c), quien explicaba la
técnica realizada por los siguientes 1500 afios.

Galeno (afio 131-201 d.c) atribuia la enfermedad como una manifestacion local de
la "melancolia”, causada por el exceso de bilis negra en el cuerpo y recomendaba
la extirpacion completa de la glandula mamaria. Siendo asi Galeno el primero en

describir en la historia una cirugia para el tratamiento del cancer.

El padre de la cirugia francesa el Dr. Lanfranc (afio 1296), popularizé la
mastectomia en las escuelas europeas. En esta época los tumores mamarios se
diagnosticaban es estadios muy avanzados, con ulceracion y afectacion

ganglionar extensa.

En el renacimiento se emplearon métodos muy agresivos y mutilantes durante la
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cirugia. En el siglo XVI y XVII se disefiaron instrumentos para comprimir la base
de la mama, con el fin de facilitar su amputacion y se describieron mdaltiples
técnicas quirargicas. En el siglo XVII y hasta el XIX, se desarrollaron los principios
técnicos de la mastectomia y el vaciamiento axilar. Richard Von Wolkman en
Alemania (afio 1865) propuso la reseccion amplia de la mama, con piel, fascia y
musculo. Sir Charles Moore en Londres (afio 1867) describié la técnica de la
mastectomia radical, apoyandose en conceptos de importantes cirujanos como

Joseph Lister y Samuel Gross.(18,19)

Por esta época se desarrollaba la anestesia, la antisepsia y el microscopio. Asi
nacia la patologia celular, se describié el comportamiento las células malignas vy el
origen en los epitelios; esto fue fundamental para aplicar la histologia tumoral, en

la cirugia de mama.

La primera mastectomia radical fue realizada por J. Lister, en Glasgow en el afio
1867. La evolucién de la cirugia de mama como un método estandarizado,
efectivo y mundialmente aceptado para el tratamiento del cancer de mama, se le
debe a William S. Halsted considerado el fundador de la cirugia moderna y cuyos

fundamentos permanecieron vigentes hasta finales del siglo XX.(20)

Considerado el pionero de la cirugia en el cancer de mama (afio 1882), Halsted
inicié la practica rutinaria de la mastectomia radical, técnica que por primera vez
mejoré de forma significativa la supervivencia de las pacientes y el control de la
enfermedad, aun cuando la supervivencia a 10 afios era del 10%, debido a que los

tumores se encontraban en estadios muy avanzados.

La mastectomia radical fue conocida como el prototipo de cirugia oncologica, en
donde lo esencial era la extirpacion amplia del tejido afectado por el tumor y areas
sospechosas. La reseccion de los ganglios axilares durante el procedimiento, se
basaba en el concepto de que la diseminacién del cancer de mama ocurria de

forma escalonada, primero los ganglios axilares y posterior la circulacion
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sistémica.

Con la implementacion de la mastectomia radical en 1894, se elevo la
supervivencia a 5 afos del 4% al 29%, por lo que era el tratamiento preferido

hasta pasada la mitad del siglo XX.

En 1963, Auchincloss en Nueva York, describi6 una modificacion de la
mastectomia radical modificada de Patey-Handley, que consiste en una
mastectomia simple, con diseccion axilar de los niveles inferiores de la axila
respetando el &pice, la grasa circundante, los vasos axilares y los musculos
pectorales. Esta técnica conocida como Patey y Auchincloss es la que se emplea

actualmente para los tumores avanzados.

En 1992 Bernard Fisher del National Cancer Institute, concluye en sus estudios
que las pacientes podrian ser tratadas de forma segura con cirugia conservadora
de mama y radioterapia. Esto cambié totalmente la forma de tratar el cancer de

mama vigente por mas de 100 afios.(21)

En la década de los 70’ se empezd a utilizar la quimioterapia en pacientes con
cancer de mama metastasico y poco a poco se empezaron a ver resultados
favorables en cuanto a la supervivencia, esta era conocida como quimioterapia

paliativa.

Después se utilizaron otros agentes quimioterapéuticos en diferentes estadios
tumorales, en casos de enfermedad temprana se utilizaba post-operatoria,
conocida como quimioterapia adyuvante y en caso de tumores avanzados, la
quimioterapia se utilizaba preoperatoria, conocida como quimioterapia

neoadyuvante, las cuales aun estan vigentes.(21-23)

La hormonoterapia se ha utilizado por mas de 100 afios, inicialmente con la

ooforectomia de las pacientes con cancer metastasico. Aunque ahora se utilizan
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sustancias que logran la castracion farmacoldgica(24).

Al lograr identificar la expresion de receptores de estrdgenos y progesterona con
la IHQ en las células mamarias, se ha podido realizar la manipulacion hormonal en

las pacientes con cancer de mama.(25)

2.1.2. Concepto del ganglio centinela

La técnica quirargica actual tiende a conservar el tejido mamario sano, realizando
resecciones con margenes oncoldgicos seguros. La cirugia conservadora es una
técnica de uso mundial, en especial en paises con buen screening mamografico;
esto permite detectar tumores cada vez mas pequefios y susceptibles de un
tratamiento conservador. Se busca realizar solo el vaciamiento axilar en aquellos

casos estrictamente necesarios.

La técnica del ganglio centinela se basa en su deteccidn a través de colorantes y/o
radioisotopos, permitiendo la extraccion y analisis en busca de metastasis. En
caso de ser negativo la metastasis de cancer de mama, evita la linfadenectomia
axilar completa, la cual estima se aplica a aproximadamente al 30% de las
pacientes con la patologia en estados avanzados.(26—29) (15-18)

Otro aspecto quirargico actual, es que posterior a la mastectomia se puede ofrecer
una reconstruccion inmediata en el mismo acto quirargico, permitiendo disminuir el
impacto sicolégico, social y econémico al que se enfrenta la mujer con cancer de
mama. (30,31)

En tumores tempranos las incisiones son cada vez mas pequefas, el objetivo es
realizar mastectomia con preservacion de la piel sana, lo que no afecta en mayor

grado la recurrencia local.

La radioterapia es utilizada en todos los casos de cirugia conservadora y después
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de la mastectomia radical modificada en caso de que el tumor sea mayor de 5 cm,
con mas de 4 ganglios linfaticos positivos para metastasis, margenes de reseccion
comprometidos o cercanos al tumor (menor de 5 mm), siendo la braquiterapia una

técnica utilizada con éxito, la cual consiste en radiacion localizada.(32—34)

La quimioterapia se limitaba a las pacientes con ganglios linfaticos positivos, pero
se amplié su uso a la mayoria de tumores y hoy se indica en tumores mayores de
1 cm.(35,36)

Las investigaciones actuales buscan personalizar los tratamientos, de este modo
se quiere aumentar la seleccion de las pacientes y caracterizar genéticamente
cada tumor. (37)(26)

2.1.3. Exploracién fisica

Los hallazgos clinicos de sospecha incluyen cualquier irregularidad o masa,
aumento del tamafio de la mama, cambios en la piel (edema, eritema, retraccion o
ulceracién), asimetrias en el contorno de la mama, eczema, drenaje hematico por

el pezon o tumoracion axilar entre otros.

El examen clinico de las mamas por profesionales, el estudio radiolégico con
mamografia y ecografias son los principales métodos de vigilancia del cancer de
mama. En las mujeres jovenes el examen fisico y la ecografia son cruciales para
su estudio, ya que la mamografia es de dificil interpretacién, debido a la densidad

de la mama.

2.1.4 Técnicas radioldgicas

Uno de los mayores avances en el diagnoéstico del cancer de mama es su
deteccién precoz, en lo que la mamografia ha sido fundamental como método de

screening. Gracias a estudios realizados desde 1960 como el HIP (Health

Insurance Plan of New York Trial), sabemos que la mamografia reduce en un 30%
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la mortalidad del cancer de mama. Si la mama es densa o la edad de la paciente

es menor, la sensibilidad de esta es menor.

Ahora contamos con técnicas de imagen que ayudan a mejorar el diagndstico
como son la mamografia digital, la resonancia magnética nuclear y los

ultrasonidos de ultima generacion.

2.1.4.1. Mamografia

Es el principal método diagnostico para la deteccion del cancer de mama por su
alta sensibilidad entre el 70% al 90%, aunque la especificidad varia de un 40% al
75%.

Cuando se suma el examen fisico que detecta entre un 18% al 25% del cancer de
mama, con la mamografia que detecta entre un 80% a un 85%, combinadas

detectan entre un 90% a95% de los tumores.

El andlisis mamografico incluye la deteccion de nédulos, masas, alteraciones
estructurales, calcificaciones, microcalcificaciones, asimetrias en el tejido,
alteraciones en la piel y en el pezon. Las lesiones detectadas se clasifican en
diversas categorias pronosticas (normal, benigno, probablemente benigno,
probablemente maligna y maligna) utilizado con el fin de protocolizar el
seguimiento y terapia. EI método utilizado para clasificar las lesiones es el llamado
BI-RADS (Breast Imagina and Reporting And Data Base System). (Tabla 1)

Se diagnostican tumores en estadio muy temprano por mamografia, al encontrar
microcalcificaciones sin masa, las cuales se resecan via quirargica o

estereotaxica.

La mamografia digital tiene la ventaja de detectar cancer de mama en mujeres
menores de 50 afios, pre 0 peri menopausicas, en mujeres con mamas

heterogéneas y densas como se ha comprobado en los diversos estudios. (38,39)
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Tabla 1. Categorias BI-RADS

Categoria Definicion

0 Evaluacion incompleta, se necesitan otras técnicas de imagen
y/o mamografias previas para comparar.

1 Negativo
Hallazgos benignos ( VPP de 0% para cancer)

3 Probablemente benigno, pero se sugiere seguimiento a corto
plazo (VPP menor del 2%)
Equivale a: Nodulo bien definido, no calcificado, con asimetria
focal y agrupacion de microcalcificaciones.

4 Sospechoso (VPP del 30%)
Altamente indicativo de malignidad (VPP del 95%)
Cancer ya conocido histolégicamente antes de iniciar el

tratamiento

2.1.4.2 Ecografia

La ecografia ha sido el complemento diagndstico para diferenciar entre una lesion
sélida o quistica, para el seguimiento de nodulos quisticos y para evaluar mamas

densas, embarazadas y menores de 40 afos.

El desarrollo de transductores lineales de alta frecuencia han mejorado la
resolucién espacial y esto permite detectar lesiones menores de 1 cm. Tiene la
ventaja de no utilizar radiaciones ionizantes, poder ser usada para realizar

biopsias y punciones guiadas con seguridad.

Pero esta técnica no esta aceptada para el cribado del cancer de mama por su
baja sensibilidad en la deteccidn de tumores, no visualiza las microcalcificaciones

del carcinoma ductal in-situ y algunas masas pueden pasar inadvertidas, por no

26



Doctorado en Ciencias Biomédicas

diferenciarse del tejido fibroglandular isoecoico adyacente.

Es una técnica que permite detectar y puncionar adenopatias y valorar el volumen
tumoral en la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante y puede ser (til para

diferenciar cambios postquirurgicos de recurrencia tumoral.

El doppler color en los tumores sospechosos muestra hipevascularidad en un
92%, vasos irregulares en un 54%, ademas de mas de un polo vascular. Y es poco

atil en tumores in-situ y menores de 9 mm.(40)

El Power Doppler tiene una sensibilidad y especificidad del 74%, este es util en

tumores menores de 5 mm.(41)

La ecografia tridimensional ofrece imagenes de gran calidad, sobretodo en el
plano coronal, pero aun no hay evidencia de que mejore la capacidad diagnéstica.
(42)

2.1.4.3. Resonancia magnética nuclear

Esta técnica de imagen ayuda a diferenciar lesiones indeterminadas o zonas
cicatrizales confusas en la mamografia. Es util para evaluar a las pacientes con
prétesis mamaria y ayuda a detectar focos multicéntricos o multifocales y valorar la
extensiéon de la lesion. Todo esto permitiendo una mejor estadificacion y
planificacion del tratamiento.(43,44) (33,34)

2.1.4.4. Tomografia por emisién de positrones (PET/SCAN)

Se utiliza la tomografia por emision de positrones acoplandole la tomografia
computarizada helicoidal multiplanar. Esta técnica tiene su mejor aplicabilidad en
los estudios de extension tumoral a distancia, especialmente en busca de
metastasis ganglionares mediastinicas y ganglios localizados en la mamaria

interna. Valora de forma adecuada lesiones hepéticas y lesiones Oseas, pero es
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insuficiente en las lesiones osteoblasticas, por lo que no remplaza la gammagrafia.

También tiene impacto en el seguimiento terapéutico.(45)

2.1.4.5. Estudio anatomopatoldgico del cancer de mama

El estudio histologico incluye parametros que han sido establecidos como
pronéstico y que son importantes en la determinacion terapéutica y en la
supervivencia de las pacientes con cancer de mama. Los factores prondstico méas
importantes son: el tamafio tumoral, el tipo histolégico, el grado de diferenciacion,
los receptores de estrégeno y progesterona, el oncogén HER-2 y el indice de

proliferacion celular Ki-67.

En tumores con tamafios menores de 1 cm, se puede encontrar metastasis
ganglionares en un 26%, mientras que un tumor de 10 cm el 80% tiene metastasis
ganglionares. El bajo grado de diferenciacion tumoral y el tipo histologico tubular,
mucinoso o adenoide implica un mejor prondstico. A continuacion presentamos la

clasificacion de los distintos tipos histologicos en cancer de mama. (Tabla 2)

Los tumores con receptores hormonales positivos tienen mejor prondstico, por su
mejor respuesta al tratamiento hormonal y en el caso del oncogén HER-2 al ser
positivo son susceptibles de tratamiento con Trastuzumab. El antigeno Ki-67
permite valorar su proliferacibn y se puede correlacionar con el grado de

diferenciacion, la invasion vascular y la metastasis en los ganglios axilares.

Los tumores mamarios que mas predominan son los de tipo epitelial, en
frecuencia, el tipo ductal y lobulillar, seguidos del coloide, papilar y medular. En los
altimos 10 afios es mas frecuente diagnosticar carcinomas in-situ como el
carcinoma intraductal (DCIS), solos o asociados a carcinoma infiltrante, esto
debido a las campafas de diagndstico precoz. El carcinoma lobulillar in situ, no se
considera un verdadero tumor, se evalia mas en el contexto del riesgo para

desarrollar cancer invasivo en cualquiera de las dos mamas.
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Tabla 2. Clasificacion histolégica del cancer de mama

Tumores epiteliales:
1. Carcinoma Lobulillar.
e No infiltrante ( in situ)
e Infiltrante:
Variantes: tubulolobulillar, alveolar, sélido y pleomdérfico
2. Carcinoma Ductal.
¢ No infiltrante ( intraductal o in-situ)
Variantes: cribiforme, solido, comedocarcinoma, papilar,
micropapilar y clinging
Variantes infrecuentes: con células apocrinas, claras y
anillo de sello
e Infiltrante
Variantes: tubular, medular, papilar, mucinoso, micropapilar
y cribiforme
3. Carcinoma de variantes especiales.
e Metaplasico:
Carcinoma escamoso de origen ductal
Adenocarcinoma con diferenciacion escamosa
Adenocarcinoma con metaplasia de células fusiformes
Adenocarcinoma con metaplasia condroide
Carcinoma con diferenciacion 0sea
e Apocrino
e Histiocitoide
e Rico en lipidos
e Con células en anillo de sello
e Secretor
e Rico en glucdégeno

e Con células gigantes "osteoclasticas"
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e Con rasgos coriocarcinomatosos

e Adenoide quistico

e Con diferenciacion neuroendocrina (carcinoide)
4. Carcinoma mixto ductal y lobulillar.

5. Enfermedad de Paget (con carcinoma subyacente o sin €l)

Tumores mesenquimales malignos:

e Fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno,
liposarcoma, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma Yy
angiosarcoma entre los mas comunes

Tumores mioepiteliales malignos
Tumor filodes maligno
Linfomas

Carcinosarcoma

2.1.4.6 Evolucion en el manejo del cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas investigada y con mas
combinaciones terapéuticas, esto debido a su alta frecuencia en las mujeres

occidentales.

Los avances en la terapéutica se enfoca en:

Utilizar técnicas minimamente invasivas para predecir la respuesta al

tratamiento y prondstico
e Latécnica quirtrgica es cada vez mas conservadora
e El diagnodstico temprano de las lesiones

e El uso selectivo de la linfadenectomia
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La radioterapia de forma selectiva posterior a la cuadrantectomia o

tumorectomia
e La quimioterapia en tumores invasores

e El desarrollo de marcadores prondstico propios del tumor, que puedan guiar
las terapias sistémicas

e ElI desarrollo de nuevos farmacos para adyuvancia sistémica

(hormonoterapia)
e Medidas profilacticas en pacientes de alto riesgo
e Consejo genético en familias portadoras de cancer de mama

Poder disminuir la agresividad en el tratamiento no solo se enfoca actualmente en
la cirugia, sino también en los tratamientos. Muchas mujeres reciben
quimioterapias post-quirdrgica sin efectos positivos sobre el tumor y con grandes

efectos secundarios.

El objetivo en las investigaciones actuales es seleccionar a los grupos en los
cuales mas se beneficien de los tratamientos y en algunas otras se les obvie el
tratamiento. Esta evolucion se logra con los estudios de la evaluacion in vivo de la
respuesta tumoral al tratamiento, el estudio del andlisis genético y la deteccion de
micrometastasis en ganglio centinela y medula 6sea. El futuro es prometedor y
seguramente todo lo que hacemos y sabemos del cancer de mama cambiara de

manera importante en la proxima década.

2.2. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es considerado un problema mundial de salud.

2.2.1. Incidencia
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Se calcula que el cancer de mama afecta a lo largo de la vida a 1 de cada 8
mujeres en los Estados Unidos y a 1 de cada 12 mujeres en Espafia, por lo que

constituye un problema sanitario y social de primer orden en el mundo occidental.

Cerca de 175.000 nuevos casos son diagnosticados en Estados Unidos, mientras
en Espafia se diagnostican entre 15.000 a 20.000 nuevos casos, con 6.000 a

7.000 fallecimientos anuales por la enfermedad.

Es el tumor mas frecuente y la primera causa de muerte por cancer en la mujer en
Estados Unidos y Espafia, ademas representa el 34% de los casos nuevos de
cancer en Espafia. Estos datos ponen de manifiesto que el cancer de mama

representa un problema de salud publica.(46,47)

A lo largo de la vida se incrementa la incidencia con rapidez hasta los 50 afios
(riesgo acumulado de 8.8% a 9.1%) y posterior este incremento disminuye al

alcanzar una edad de 74 afios (5%).

Al revisar la incidencia del cancer de mama en Espafia, se observa una
disminucién de esta situacion que no corresponde a la evolucion que se observa
en el mundo y que se explica por la gran variabilidad de registros del cancer con
los que se cuenta. Para la organizacion mundial de la salud (OMS) la tasa
estandarizada fue de 61.4 y 49.63 casos por 100.000 mujeres para los aflos 1995
y 1998 respectivamente. Para Espafia en el afio 2000 se estimo 47.87 casos por
100.000 mujeres.

En Espafia alrededor de 15.000 mujeres son diagnosticadas cada afio, de estas el
70% de los casos son menores de 1 cm y sin afectacion axilar. Asi mismo el
namero de carcinomas in-situ representa entre el 20% y 25% de todos los tumores

observados en los centros con unidades mamarias.

Observamos gque la incidencia es mayor en los paises desarrollados donde es

hasta 6 veces mas alta que en los paises en desarrollo como Colombia, donde

32



Doctorado en Ciencias Biomédicas

paso del quinto al segundo lugar en frecuencia, segun informacion del Registro

Poblacional del Cancer de Cali. (Tabla 3)

Tabla 3. Cali, Colombia. Tasas de incidencia del cancer de mama especifica

por edad, cruda y ajustada por edad durante el periodo de 1962-2008

MUJERES
Periodo 30-34 | 3539 | 4044 | 4549 | 50-54 | 5559 | 60-64 | 6569 | 70-74 | 75-79 | B0-B4 | 85 n TC TEE
1962-1966 | 94 25 482 66.1 798 935 796 96 114.1 1219 | 989 20 257 157 | 271
1967-1971 102 246 526 671 74 68 672 1165 | 987 1631 | 0 0 325 16 273
19721976 | 14 269 491 67.8 852 1022 | 1175 | 136 94 1696 | 0 0 492 2001 | 332
1977-1981 10.4 2 44 743 885 91.7 1316 | 1347 | 1508 | 158 2051 1789 | 614 205 | 348
1982-1986 | 15.8 33 56.3 806 916 1014 | 1124 | 1305 | 1318 | 1509 | 1571 | 89 853 243 | 348
1987-1991 174 276 64.5 a1 0.7 989 1234 | 1447 | 1692 | 1731 1384 | 1653 | 1151 | 294 | 38.8
19921996 | 12 274 56.1 97.8 832 1139 | 1249 | 1231 1757 | 1508 | 1491 1297 | 1306 | 296 | 373
1998-2002 | 20.2 341 76.5 101 1164 | 1421 1628 | 1848 | 2053 | 1952 | 2243 | 2234 | 2139 | 44 475
2003-2007 | 173 402 66.9 1053 | 1195 | 1659 | 1823 | 186.1 1839 | 1917 | 188 3062 | 2667 | 496 | 48
2004-2008 | 17.8 39 63.8 107 1214 | 170 1799 | 1837 | 1937 | 1931 1707 | 3264 | 2809 | 511 | 483

Donde:n= nimero de casos; TC Tasa cruda; TEE Tasas estandarizadas por edad

por 100.000 personas-afio. (Poblacion estandar mundial)

2.2.2. Mortalidad

La mortalidad en Europa para 1990-1992 vario entre 15/100.000 mujeres en los
paises del sur y de 29/100.000 en los paises del norte. Representa el 19% de las
muertes en mujeres por cancer y equivale a 1/3 de las recurrencias tumorales.
(Tabla 4).

Aunque la mortalidad en los paises desarrollados esta en descenso gracias a los
avances en el tratamiento y la instauracion de programas organizados de tamizaje,
esta situacién difiere en paises Latinoamericanos como Colombia, donde la
tendencia es a un incremento en la mortalidad, como se observa en Cali seguin
informacion del Registro Poblacional del Cancer (Tabla 5). El 40.7% de los
tumores de mama que se diagnostican en Colombia se encuentra en estado

avanzado segun informes del Instituto Nacional de Cancerologia.

Tabla 4. Numero de fallecidas por afio de cancer de mama en Espafia.
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Mortalidad por cancer de mama en Espafia Total

Afo

1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995

3.629
3.644
3.904
3.975
4.231
4.293
4.561
4.895
5.134
5.287
5.398
5.462
5.624
5.902
5.864
6.026

Tabla 5. Cali, Colombia. Tasas de mortalidad por cancer de mama especificada

por edad, cruday ajustada por edad durante el periodo de 1984-2012

Periodo 3034 | 3539 | 4044 | 4549 [ 5054 | 5559 | 6064 | 6569 | 70-74 | 7579 | 80-84 | 85 n TC | TEE
1984-1988 | 21 10 11 199 |30 39 581 | 399 |s28 |77 | 845 (702 | 298 |83 | 119
1989-1993 | 43 96 28 | 254 |364 | 478 | 464 617 |63 1151 | 1146 [752 | 460 | 113 | 147
19941998 | 27 92 187 248 (353 [403 |499 627 |718 |762 | 1025 1143 | 529 | 117 | 14

1999-2003 | 49 92 204 |356 |422 |45 603 639 |657 826 | 112 1732 | 763 | 154 | 162
2004-2008 | 29 9.1 137 | 241 [365 (45 49 565 | 688 | 927 | 1098 |1502 | 813 | 148 | 137
2008-2012 | 44 74 123 | 207 (348 |[489 |522 |584 |613 |704 |986 1608 |933 | 159 | 138

Donde: n= nimero de casos; TC Tasa cruda; TEE Tasas estandarizadas por edad

por 100.000 personas-afio (Poblacion estandar mundial)

2.2.3. Tendencia actual

La incidencia y mortalidad del cancer de mama se esta incrementados durante

este siglo en todo el mundo. Se cree que puede ser debido a cambios durante la

gestacién y cambios nutricionales.
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En las dos ultimas décadas y a partir de 1990 parece que la mortalidad se detiene
e incluso disminuye, esto debido a la implementacion de la mamografia, los
programas de deteccidén precoz y a la mejoria en la terapéutica y prondstico de

estas pacientes.

El hecho de que las cifras de incidencia sean iguales en las poblaciones
emigrantes en una o dos generaciones, habla a favor de que los factores
culturales, dietéticos y ambientales, son fundamentales, mas que los étnicos o de
origen (48). La incidencia segun poblaciones de riesgo es inversa a la del cancer

de cérvix, lo que dificulta efectuar programas de screening conjuntos. (Tabla 6)

Tabla 6. Diferencias entre el cancer de mamay de cérvix

Diferencia entre el cancer de Cervix Mama

cérvix y mama

Edad Joven Madura
Estrato social Bajo Alto

Estado civil Casada Soltera/sin hijos
Sexualidad Muy Activa Activa

Paridad Riesgo Proteccion
Comportamiento sexual Promiscua No promiscua
Ingresos Bajos Altos

Dieta Deficiente Suficiente
Fenotipo Delgada Obesa
Biologia No hormonal Hormonal
Deteccion Facil Dificil
Metodologia diagnostico Sencilla Compleja
Pesquisa Itinerante Centros fijos
Costos Bajos Altos
Prevencion Posible (vacuna) No posible
Bases Citologia Ex clinico/mamografia
Rendimiento Alto Variable

2.3. FACTORES DE RIESGO

En la actualidad se considera el cancer como una enfermedad genética, resultante
de la acumulacion de alteraciones moleculares en genes que participan en el

control del crecimiento celular.
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La carcinogénesis es un proceso complejo en el que estan implicados al menos
dos tipos de sustancias o agentes, unas que inducen alteraciones genéticas o
iniciadores (en la mayoria de los casos mutagenos como radiaciones o agentes
quimicos) y otras consideradas como promotores tumorales, cuyo papel parece

consistir en aumentar la proliferacion celular (factores de crecimiento y hormonas).

Los factores de riesgo no son equivalentes a causalidad y por si mismos no son
suficientes para que aparezca el cancer de mama. La incidencia y la mortalidad
del cancer de mama, varia segun la ubicacion geografica, esto sugiere que el
riesgo de padecerlo esta determinado por los factores ambientales y el estilo de
vida. (Tabla 7)

Sexo: La incidencia del cancer de mama en hombres es muy baja, se encuentra
en un varon por cada 100 mujeres que son portadoras de cancer de mama.
(49)(39)

Edad: El 90% de los tumores aparecen pasados los 40 afios, con edades
maximas de 85 afios. Sin embargo el 1.2% de los casos se diagnostican en
menores de 30 afios, asociado muy frecuentemente a mutaciones en los genes
BRCA 1 o BRCA 2. La frecuencia se incrementa y alcanza una meseta entre los
45 a 55 afos. El riesgo de desarrollar el cancer de mama en edades de 80 a 85

afos es el doble de las mujeres de 60 a 65 afios.

Factores étnicos: Determinadas razas entre ellas la judia, tienen mayor riesgo de

padecer cancer de mama, independiente de otros factores.

Historia familiar: Es un factor importante cuando dos o mas familiares de primer
grado sufrieron la enfermedad. Se ha observado que si la madre o hermana han
padecido cancer de mama bilateral antes de los 50 afios, se tiene un riesgo de
mas de un 50% de sufrir la enfermedad, esto se puede atribuir también a factores

ambientales compartidos.
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El 5% de los tumores mamarios corresponden a alguna alteracion genética, la
presencia de los genes BRCA-1 y/o BRCA-2 determina un riesgo del 50% al 85%
al referirnos al cancer de mama y de un 15% al 40% al referirnos al cancer de

ovario, esto segun la penetracion del gen.

Antecedentes de cancer: Cuando una mujer ha tenido ya un cancer de mama, el
riesgo de tener otro contra lateral, aumenta 5 veces mas que en el resto de la
poblacién. El carcinoma lobulillar presenta de 8 a 10 veces mas riesgo de
aparecer en la otra mama de forma simétrica. Usualmente el haber tenido otros
tumores solidos como ovario, endometrio o colon implica una mayor incidencia de

otros tumores.

Patologia mamaria benigna: El fioroadenoma es una lesién de mujeres jovenes y
no aumenta el riesgo de que aparezca un cancer de mama posterior. Pero si el
fiboroadenoma se asocia a hiperplasia epitelial, se ha cuestionado si podria ser
precursor de lesiones malignas. En un estudio de 1.835 pacientes se demostro
que el fibroadenoma llamado complejo, es un factor de riesgo de cancer de mama

a largo plazo. (50)

Las hiperplasias atipicas son las lesiones que incrementan el riesgo de desarrollar
mas tarde cancer de mama, con un RR (riesgo relativo) que varia segun las series
publicadas, pero que siempre es significativo. Este riesgo es mas importante en
las mujeres pre menopausicas y algunos consideran que el antecedente familiar
podria ser significativo. En caso de hiperplasia atipica el RR es de 3.7, si la mujer
es pre menopausica el RR es de 5.9 y si tiene antecedentes familiares el RR se

incrementa hasta 7.3. (49)

Menarquia precoz: Se considera que las mujeres que menstrian antes de los 12
afos y con precocidad en la ovulacion (menos de un afio antes de la menarquia)

tienen mayor riesgo de tener cancer de mama pre menopausico. Cuanto mas
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temprana es la edad de la menarquia es mayor el riesgo y parece claro el efecto
de la menarquia tardia como un factor protector. La explicacién de esto aun es

discutida, pero tiene relacién con los ciclos ovulatorios. (51)

Menopausia tardia: Considerada después de los 50 afios. Una mujer con la
menopausia natural antes de los 45 afios tiene la mitad de riesgo que una de su
misma edad con menopausia a los 55 afos. Por cada 5 afos de diferencia en la
edad de la menopausia el riesgo del cancer de mama se incrementa en un 17%.
Parece ser que la ooforectomia antes de los 40 afios reduce alrededor de un 75%
el riesgo de padecer cancer de mama. No se ha podido demostrar que la edad de
la menarquia y la edad de la menopausia compartan un mismo factor
causal.(52,53)

Edad del primer embarazo a término: Esta edad de proteccién corresponde a
tener un embarazo a término antes de los 25 afos. Algunos autores consideran
qgue tener el primer hijo antes de los 20 afios supone una caida del riesgo en un
50%, en relacién con las nuliparas. El embarazo actuaria como factor protector
con aumento de la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) y descenso
de la prolactina. En cuanto al nimero de hijos no esta claro que sea un factor
protector, pero de serlo seria con mas de 4 o 5 hijos. (54). Tener el primer hijo
después de los 35 afios parece que aumenta el riesgo tres veces mas. La
nuliparidad también est4 asociada a un mayor riesgo, mientras que la esterilidad
podria ser un factor protector.

Lactancia materna: No estd claro que proteja, pero de hacerlo solo tendria
influencia en las pre menopausicas. Hoy en dia no parece que exista un valor

protector como se creia.

Radiaciones ionizantes: Su efecto es directamente proporcional a la dosis e
inversamente proporcional a la edad, permaneciendo de por vida. Por encima de

los 40 afios el riesgo se reduce notablemente. Lo importante a considerar es la
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edad (10-19 afos), en la cual la paciente es irradiada.

Obesidad: En mujeres jovenes y postmenopausicas con acumulo de grasa
abdominal y visceral y dietas ricas en grasas animales y carnes, el riesgo se ha
visto incrementado. En el cancer de mujeres postmenopausicas se alteran los
ciclos menstruales y la secrecion de progesterona, empeorando su prondstico. Es
posible que el tamafio de la mama tenga mayor valor predictivo de riesgo que la

relacion peso/talla.(55)(46)

Tratamientos hormonales

Anticonceptivos hormonales: La utilizacion de estos entre los 25 a 39
afios parece no ser un factor de riesgo. Se ha observado que en mujeres
con cancer de mama la toma de anovulatorios puede acelerar el

crecimiento tumoral.(56,57)

Terapia sustitutiva con estrégenos en peri menopausicas: Parece ser
que el riesgo se incrementa solo en aquellas con patologia mamaria previa.
Cuando se asocia a progestagenos disminuye el riesgo. Aunque la toma de
mas 7 afios parece implicar un riesgo, no existen datos concluyentes sobre

el riesgo-beneficio en las pacientes con cancer de mama.(56,57)

Niveles elevados de estrégenos y testosterona en mujeres
postmenopausicas: Se asocia a un mayor riesgo de cancer de mama.
(56,57)

Alcohol: El riesgo se incrementa proporcional a su consumo ya la edad de inicio

del consumo, segun estudios epidemioldgicos de la Universidad de Oxford.

Factores dietéticos: El cancer de mama se ha incrementado en paises

anglosajones y de estratos sociales altos, lo que hace pensar que las costumbres
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y forma de vida de estas mujeres se asocien al cancer de mama. Las dietas ricas
en grasas animales estan directamente asociadas con la obesidad y con niveles
altos de colesterol. Esto relacionado a una mayor produccion de estrogenos por
via suprarrenal y por tanto aparicion de neoplasia maligna. Se recomiendan dietas
mediterraneas, con poca grasa y menos de 2.000 calorias, como también el
consumo de frutas, verduras, acidos grasos insaturados y micronutrientes, que
podrian disminuir el riesgo segun publicacion de la American Journal of Clinical
Nutrition.(58)

Ejercicio moderado y continuo: Ejercitarse reduce el riesgo del céncer de
mama, segun estudios llevados en el Centro de Investigacion del Cancer Fred
Hutchinson, en Seattle, Estados Unidos. El estudio es basado en 74.000 casos, la
investigaciébn encontr6 que las mujeres mas activas reducian el riesgo de

desarrollar la enfermedad en un 20%.(59)

Tabaco: No se asocia directamente con el aumento del cancer de mama. Algunos
estudios si lo asocian a mayor riesgo, pero esta claro que los carcinégenos
ambientales y de la combustion del tabaco se encuentran en los tejidos mamarios
tumorales. Ademas el tabaco en las mujeres fumadoras altera el metabolismo de
los estrégenos y adelanta la menopausia segun publicaciones del Journal of the

National Cancer Institute de Estados Unidos.(60)

Estrés: Aun no esta aclarado, pero en distintas situaciones familiares (divorcio,
muerte de un familiar etc.) no parece existir ninguna relacién o en situaciones de
estrés moderado. Algunos estudios como el realizado en Ben-Gurion University del
Negev in Berr Sheva consideran que el estrés intenso si podria influir y tener

relevancia a la hora de desarrollar la enfermedad.(61)

Riesgos histoldgicos: En los hallazgos histologicos de displasias estas tienen
riesgo de evolucionar hacia el carcinoma in situ, especialmente en aquellas con
proliferacion. Las pacientes con hiperplasias sin atipia tienen un riesgo relativo de

1 a 2, en tanto que en las hiperplasias con atipia el RR se incrementa de 6 a 8, lo
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cual es para ambas mamas.

Las pacientes que no son tratadas de los carcinomas in situ, un tercio de ellas

evolucionan a carcinomas invasores en un lapso de 10 a 18 afos del diagndstico.

Si el carcinoma in situ es lobulillar, del 15% al 20% desarrollaran un cancer de

mama en esa mama y del 10 % al 15% lo desarrollaran en la mama contra lateral.

Cuando se ha padecido cancer de mama invasivo en una mama, el riesgo de
desarrollar cancer en la mama contra lateral es de 0.5% a 1% anual,
manteniéndose constante durante dos afios segun publicaciones del Journal of the

National Cancer Institute de Estados Unidos.

Tabla 7. Factores de riesgo en cancer de mama

Cancer de mama y factores de riesgo Riesgo relativo (RR)

Historia familiar

Primer grado y menor de 49 afios 3.1 padecido por la madre vy
Madre o hermana mayor de 50 afios hermana 1.4

Unilateral 1.5

Bilateral 1.5

Historia familiar pre menopausica y bilateral 5.4
Menor de 50 afios 5a6
Mayor de 40 afios 10.5

Antecedente personal de cancer de mama 5.6
Antecedente personal de cancer de ovario 1a?2

Antecedente personal de cancer de la?Z?

endometrio
Menarquia precoz 1.5
Menopausia tardia 1.5
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Nuliparidad la?2
Primer embarazo mayor de 26 afios 3
Lactancia 05al
Obesidad postmenopausicas 2
Clase social alta laZ2
Alta ingesta de grasa 1.5
Tratamiento con estrogenos 1.5
Céancer de mama contra lateral 3

Tamano de las mamas

Pequefias 1

Medianas 1.1
Grandes 1.5
Quistes 1.6
Quistes mas historia familiar 3.0
Hiperplasia sin atipia 1.6
Hiperplasia con atipia 1.8

Hiperplasia sin atipia
Con historia familiar 2.1

Con calcificaciones 1.9

Hiperplasia con atipia

Historia familiar 8.9
Calcificacion 6.5
Nuliparidad 4.9
Primer embarazo mayor de 26 afios 4.5

2.4. HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad sistémica y el poder conocer su biologia,
con un diagndstico precoz, permite que los tratamientos sean menos agresivos y

gue se valore de forma adecuada el tratamiento sistémico.

Las mujeres entre los 50 a 55 afios tienen un mayor riesgo y es usual que ellas
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mismas descubran un nddulo, no doloroso, de consistencia firme, con margenes

No precisos y que en algunos casos retrae la piel o el pezon.

Seis meses después el nddulo duplica su tamafio y frecuentemente se encuentra
adherido a la piel. Transcurrido un afio se encuentra una adenopatia axilar,
grande, dura y a veces dolorosa que dificulta el movimiento del brazo. ElI n6dulo
inicial ocasiona edema en la piel adyacente (piel de naranja) y se adhiere planos

profundos de la pared toréacica.

Pasados varios meses la mama se ulcera, se forman conglomerados ganglionares
axilares y se puede encontrar evidencias de metastasis a distancia, como dolores
0seos en columna vertebral y metastasis 6seas, presencia de tos y disnea como

manifestacion de las metastasis pulmonares.

La paciente progresa en su cuadro a la anorexia, impregnacion toracica para
neoplasica, caquexia, perdida de la actividad fisica, narcosis e infecciones,
especialmente bronconeumonias, que con las metastasis pulmonares complican

los cuadros infecciosos y a su vez llevan a la muerte.

Los recientes conocimientos sobre la biologia tumoral y cinética celular permiten
afirmar: ElI cancer de mama no es una enfermedad localizada, es una enfermedad

sistémica desde el inicio de la enfermedad.

Las vias de crecimiento del tumor comprenden:

1. Crecimiento intramamario: Asociado directamente con la angiogénesis, por lo
que el tumor tiene la capacidad de duplicar su volumen en un periodo de 2 a 9

meses.

2. Extensién a tejidos vecinos: Se extiende inicialmente al tejido adiposo peri

mamario y por contigiidad a la piel y tejidos adyacentes. La aponeurosis del
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pectoral mayor se infiltra directamente o partiendo de los vasos linfaticos. Se ha

observado que el tejido muscular tiene cierta resistencia a la invasion tumoral.

3. Diseminacion linfatica: La mama posee una rica red de vasos linfaticos que se

reunen en el plexo retro areolar de Sharpey. Los cuadrantes externos drenan

predominantemente hacia la via axilar (corresponde el 75% del drenaje) y los

cuadrantes internos hacia la mamaria interna (corresponde 0-20% del drenaje),

mientras que el pezon y la areola pueden drenar a ambos.

3. a. Via axilar

El drenaje linfatico en esta via se realiza escalonadamente (Niveles de Berg), por

lo que el contenido axilar se ha dividido en tres niveles anatémicos, definidos por

su relacion con el masculo pectoral:

Nivel I: Corresponde a la region de la axila baja, localizado entre el
musculo dorsal ancho, el borde externo de la axila y el borde externo

del pectoral mayor.

Nivel II: Corresponde a la region de la axila media, localizado detras
o profundamente por debajo del musculo pectoral menor y los

ganglios intrapectorales de Rotter.

Nivel Ill: Corresponde a la region del vértice de la axila, se localiza
hacia dentro del borde interno del pectoral menor hasta el ligamento
costo clavicular de Halsted. Hacia dentro de esta estructura la vena
axilar entra al térax, lo que clasicamente era conocido como ganglio
centinela, a partir de esta area se origina la diseminacion
hematdégena. (Este es un concepto que no se relaciona con el

ganglio centinela actual.)

En ocasiones puede haber mas de un ganglio centinela, la mayor parte de ellos

localizados en el nivel I, un 20% pueden estar localizados en el nivel Il (detras del
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pectoral menor), y en el nivel lll puede ser un ganglio intramamario o el ganglio

linfatico de Rotter o localizarse en la cadena de la mamaria interna.

La linfadenectomia radical proporciona aproximadamente 20 ganglios linfaticos
para el estudio anatomopatolégico. La disecciéon del nivel | proporciona en
promedio 10 ganglios linfaticos y la diseccion de los niveles | y Il una media de 11
a 17 ganglios linfaticos. Estudios han demostrado que los ganglios linfaticos del
nivel | son positivos en el 96% de todas las pacientes. En teoria la informacion

pronostica seria suficiente con la diseccion del nivel 1. (62)

Rosen y col. encontraron metastasis en el nivel Il en 7 de 1228 pacientes y de un
1% a 3% en el nivel lll, siendo el ganglio centinela previamente negativo,

denominando a esto metastasis salteadas (“skip” metastasis). (63)

El nimero minimo de ganglios linfaticos que se deben resecar para predecir la
positividad se ha discutido, pero Mathiesen y col. demostraron que 10 son el
ndamero minimo para estadificar la axila con precision, lo cual lo han confirmado

otros estudios publicados realizados por Krag y col. o Bland Ki y col. (64)(51)

Actualmente en tumores micro invasivos menores de 3 cm y en estados precoces
se realiza la técnica del ganglio centinela, si esta es negativa para metastasis se
obvia la linfadenectomia axilar y permite mejorar la estadificacion, ya que
enfocadndose solo en un ganglio linfatico las técnicas actuales aumentan la
deteccion de micrometastasis y esto predice el resto del la axila entre un 94% a
98%.

3. b. Via de la mamaria interna: En los estudios con designacién al azar
realizado por Urban JA y col. no demostré ventajas de supervivencia con la

extirpaciéon de los ganglios mamarios internos. (3)

4. Patogenia de las metastasis: El proceso de diseminacién y metastasis es

dinamico, si en ese proceso la célula tumoral no cumple los estadios necesarios
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no se origina una metastasis detectable. El resultado final depende de las
propiedades intrinsecas de las células tumorales y de la respuesta del huésped.
(64)

Cada uno de dichos pasos esta sometido a mdltiples influencias, y por ello en
cualquiera de los puntos la célula tumoral puede morir. Estudios en ratones
revelan que si bien diariamente se desprenden millones de células, solo algunas
células tienen la capacidad de implantarse y desarrollarse hacia la metastasis. No
todas las células que se encuentren en un momento dado circulando por el
torrente sanguineo o linfatico tienen potencial metastasico y por ende relevancia
clinica. El proceso es la propia heterogeneidad del tumor, solo unos pocos
subclones de células poseen la capacidad adecuada para completar todos los

pasos necesarios.

La secuencia puede dividirse en dos pasos: Invasion de la matriz extracelular y
diseminacién vascular y alojamiento de las células tumorales. Los tejidos normales
estan organizados en una serie de compartimientos separados entre si por dos
tipos de matriz extracelular: membranas basales y tejido conectivo intersticial.
Aungue estén organizados de manera diferente, cada uno de los componentes de
la matriz extracelular estd compuesto por colagenos, glicoproteinas vy
proteoglicanos. Una célula maligna debe primero romper la membrana basal,
atravesar el tejido conectivo intersticial, posteriormente romper la membrana basal
vascular y pasar a la circulacién; dicho ciclo ha de repetirse cuando el émbolo de

células tumorales se extravasa en un lugar distante.

La invasion de la matriz extracelular requiere que las células se desprendan entre
si; seguidamente han de unirse a los componentes de la matriz y degradarlos, y
finalmente es necesario un proceso de migracion. Las células normales estan
adheridas entre si y a sus alrededores mediante diversas moléculas de adhesion;
de especial importancia son las cadherinas, una familia de glicoproteinas
transmembrana. Las cadherinas epiteliales median la adherencia homotipica en

un tejido epitelial, motivando asi la constitucion homogénea de un tejido; sin
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embargo, se sabe que en diversos tumores epiteliales como los adenocarcinomas
de colon o mama, existe una regulacion a la baja de la expresion de dichas
cadherinas. Esto facilita el desprendimiento de las células. Posteriormente las
células tumorales han de adherirse a los componentes de la matriz. Existen
estudios que corroboran que la fijacion de las células tumorales a la laminina y
fibronectina de la matriz es importante para la invasion y metastasis, como los

realizados por Ponce MLy Col. y Filera I3 y col. (7)

Las células epiteliales normales expresan receptores de alta afinidad para la
laminina de la membrana basal, polarizados en una sola superficie celular. Sin
embargo las células tumorales tienen dichos receptores distribuidos por todo el

perimetro de la célula.

Ademas parece existir una correlacion positiva entre la capacidad de invasion y la
densidad de dichos receptores en los canceres de mama. Asimismo las células
malignas expresan otro tipo de receptores, las integrinas con capacidad para
unirse a otras moléculas de la matriz, como la fibronectina, el colageno o la
vitronectina.Las células tumorales generan proteasas que degradan activamente
los componentes de la matriz, practicando de esa manera los “canales” necesarios

para la migracion.

Existen tres tipos fundamentales de proteasas: serin-proteasas, cistein-proteasas
y metalo-proteinasas. Diversos trabajos apoyan el papel de la colagenasa IV
(metaloproneinasa) en la invasion y metastasis, basado en la observacion de que
muchos carcinomas poseen altas concentraciones de colagenasa |V, en cuantias
mucho mas altas que las lesiones adyacentes no invasoras, y que la inhibicién de
dicha colagenasa en animales de experimentacién conducia a una menor tasa de

metastatizacion.

El movimiento a través de las zonas degradadas parece que tiene lugar por la
secrecion de citosinas por parte de la propia célula tumoral. Se ha caracterizado

una proteina de 55 KD que al unirse a receptores especificos de la célula tumoral
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induce la motilidad. Asimismo los productos generados por la degradacion de la

matriz tienen actividad quimiotactica sobre la célula tumoral.

Una vez en la circulacion, las células tumorales son especialmente vulnerables a
los mecanismos de defensa del huésped (en general son lisadas por los Linfocitos
T NK). Dentro de la circulacion las células tienden a agregarse en cumulos,
formados por células tumorales y elementos formes de la sangre (la adherencia a
plaguetas parece aumentar la probabilidad de supervivencia de los émbolos y la

adhesividad a tejidos distantes).

La detencion y extravasacion de émbolos tumorales en lugares distantes implica la
adherencia al endotelio, seguida de la salida a través de la membrana basal. En
este proceso estan implicadas moléculas de adhesion y enzimas proteoliticas. Es
de especial interés la molécula CD44, que media la migracién de linfocitos T.
Estudios revelan que los tumores expresan variantes de dicha molécula con
capacidad para adherirse al endotelio y que dicha expresion capacita a las células

tumorales para la diseminacion extravascular.

El patron de metastasis del cancer de mama esta siendo estudiado desde 1889,
cuando Paget sugirié que este no era un proceso al azar, si no que se debia a una
afinidad especifica de las células tumorales por algunos 6rganos. Esta hipétesis
estd avalada con estudios experimentales en ratones. Con el advenimiento de los
shunts arteriovenosos para paliar la ascitis maligna se permitié estudiar algunos
factores que afectan la diseminacion metastasica en humanos. Por ejemplo Tarin y
col. demostraron que aunque el shunt funcionara varios meses, en la mitad de los

pacientes no se formaron otros lugares de metastasis extra abdominales.(64)

2.4.1 Micrometastasis y técnicas utilizadas para su determinacion

El concepto de la micrometastasis en el cancer de mama fue introducido por
Huvos y col. en el afio 1971, estudiaron 208 casos donde observaron que las

pacientes con tumores menores de 2 mm en los ganglios linfaticos, tenian un
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porcentaje de supervivencia mayor que las pacientes que tenian el ganglio linfatico
afectado con tumores mayores de 2 mm. Posterior a esto en el afio 1997 Attiegh y
col. publicaron un estudio con 14 afios de seguimiento, el que confirma estas

observaciones. (17)

Se ha definido micrometéastasis como: "Focos de células tumorales menores de 1-
2 mm en una zona ganglionar" y asi esta incluida en la clasificacion TNM. Para
poder detectar una micrometastasis se requieren métodos especificos, como
cortes histologicos seriados, inmunohistoquimica (IHQ) y biologia molecular. Pero
para aplicar estas técnicas es imprescindible seleccionar adecuadamente el

ganglio centinela.

Las primeras metastasis en el cAncer de mama son linfaticas, los mecanismos que
regulan las metastasis en los ganglios linfaticos son inciertos. De hecho la relacion
funcional entre los ganglios linfaticos y las metastasis son motivo de debate.
Algunos sefialan que son barreras mecéanicas y otros que son inmunoldégicas. Lo
que si esta demostrado es que las metéstasis de los ganglios linfaticos pueden dar
lugar a una nueva diseminaciéon (hematdégenas o linfaticas) de las células

tumorales.

Ya que la afectacion de los ganglios linfaticos sigue siendo el factor prondstico
mas importante en el cancer de mama, es interesante y relevante poder utilizar

técnicas moleculares en su deteccion.

El ganglio linfatico es una estructura tridimensional, el corte histolégico
corresponde solo a un plano de este y es posible que en este plano estudiado no
se observen las células tumorales. Esto se soluciona al realizar cortes seriados y

asi se aumenta la posibilidad de encontrar metastasis.

Guenther y col. estudiaron 145 pacientes para la deteccion del ganglio centinela
utilizando colorantes vitales. Estos ganglios linfaticos identificados como centinelas
se estudiaron por medio de cortes seriados y con la coloracibn de H&E. Se

identificaron ganglios centinelas en 103 pacientes (71%) hubo concordancia entre
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el estatus de la axila y del ganglio centinela en 100 de los 103 casos (97.1%),
mientras que en 3 pacientes (9.7%) se obtuvieron falsos negativos. (Esto se
relacion6 con una curva de aprendizaje, puesto que en los ultimos 80 ganglios no
habia ni un solo falso negativo). Harveit desde 1984 recomienda que los cortes del
ganglio centinela se orienten hacia la zona del vaso linfatico aferente, ya que esta

region es donde resulta més probable encontrar las metastasis. (65,66)

En los casos en que la afectacion del ganglio linfatico es tan pequefia como las
micrometéastasis, cabe la posibilidad de confundir a los macréfagos propios del

ganglio con células epiteliales o viceversa.

Dado que las células epiteliales normales y las células tumorales contienen en su
citoplasma moléculas propias del tejido epitelial, como son las citoqueratinas (CK)
o el antigeno epitelial de membrana (EMA), la realizacion de la IHQ con

anticuerpos para detectar estas moléculas permite su identificacion especifica.

En un estudio de 296 pacientes donde se realizo la técnica para deteccion del
ganglio centinela, se realizaron cortes seriados con H&E e IHQ para la deteccién
de CK. En este estudio se vio que la proporcién de falsos negativos disminuyo
considerablemente, pero no llego a cero. (66)

2.5. GANGLIO CENTINELA

El ganglio centinela esta definido como el ganglio linfatico que recibe de forma
directa y en primer lugar el drenaje linfatico de la lesién tumoral. Existen técnicas

morfologicas y no morfolégicas para su estudio.

Se trata del primer ganglio de drenaje del tumor mamario tanto hacia la axila como
a la cadena mamaria interna o a otra zona extra-axilar. Esta técnica posibilita la
deteccion y el estudio exhaustivo de este primer ganglio y evita la realizacion de la

linfadenectomia innecesaria.

El principio es basicamente el seguimiento de una forma ordenada de la

50



Doctorado en Ciencias Biomédicas

diseminacién metastasica mediante un trazador (colorante, isétopo radioactivo o la
combinacion de ambos), se utiliza el patron de drenaje tumoral y se determina la
localizacion del ganglio centinela en la region linfatica donde ha drenado dicho

trazador.

La técnica del la biopsia del ganglio centinela es en la actualidad la mas adecuada
para la estadificacion regional del cancer de mama. Basado en los estudios de
Halsted, el cual referia una diseminacion secuencial de las células tumorales a
través de los vasos linfaticos y demostr6 que la neoplasia maligna drena
inicialmente de forma ordenada y predecible hacia un ganglio linfatico
determinado, denominado ganglio centinela, localizado en un conjunto ganglionar
y de una regidén concreta, la diseminacion metastasica de las células tumorales
alcanzan este primer ganglio y en un estadio posterior toda la cadena ganglionar.
En este concepto se fundamenta la técnica del ganglio centinela. (9)

Diversos estudios han demostrado que cuando las células del carcinoma invasor
inician su proceso metastasico hacia los ganglios linfaticos regionales, lo hacen
primeramente hacia el ganglio linfatico mas cercano, siguiendo las condiciones
hemodindmicas propias del flujo normal de la linfa. Una vez estudiada
histolégicamente esta primera estacion de drenaje ganglionar, tiene caracter
pronostico, si es negativo se espera que el resto de la cadena ganglionar también

esté libre de metastasis tumorales.

En 1960 Gould y col. definieron por primera vez el ganglio centinela, en tumores
de pardtida como un ganglio linfatico anatobmicamente constante, situado en la
unién de la vena facial anterior y posterior. El andlisis de este ganglio linfatico
durante la cirugia del cancer de parétida determinaba si el paciente era o no
sometido a diseccion linfatica radical en el cuello. (19)

En 1963 Oliver Cope, mencionaba al "Delphian node" refiriéndose al ganglio
linfatico que pronosticaria el proceso natural de la enfermedad, en cuanto a la

afectacion de un érgano proximo a la lesion tumoral maligna. (19)
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En 1977 Ramdn Cabafas propago el concepto del ganglio centinela mediante sus
estudios del drenaje linfatico del cancer de pene. Al igual que Gould afirmaba que
el ganglio centinela presentaba un lugar fijo anatbmicamente en el cancer de
pene. Este lo defini6 como el primer ganglio linfatico de un territorio o lecho
linfatico que recibe las células cancerosas procedentes de un tumor primario a
través de los canales linfaticos aferentes. Posteriormente Cabafias, Morton y col.
aplicaron este principio al manejo del melanoma maligno, especialmente en los
localizados en el tronco, cuyo drenaje linfatico puede ser variable. Utilizaron azul
de isosulfan inyectado alrededor del melanoma o de la cicatriz de extirpacion de la
lesion, buscando luego un ganglio linfatico tefiido que llevara el azul de isosulfan.
La publicacion de Morton fue asi mismo importante ya que fue el primero en
mencionar la importancia de la curva de aprendizaje en esta técnica

quirargica.(67,68)

A principios de los 90 la biopsia del ganglio centinela empez6 a aplicarse en el
cancer de mama, primero utilizando colorantes y posterior trazadores isotopicos
coloidales. (69,70)

En el estudio de Cserni y col. Ademas de la IHQ para CK, incluyeron el antigeno
epitelial de membrana (EMA) en 148 pacientes, con lo que demostraron un
incremento significativo estadisticamente en la deteccién de la patologia, usando

los dos marcadores. (18)

También en estudios retrospectivos ha quedado de manifiesto la importancia de la
IHQ, como el estudio de Waver y col. en el analizaron mediante IHQ los cortes
obtenidos de ganglios centinelas y no centinelas. Encontraron un rango global de
conversion de negativos por H&E, a positivos de un 10.3%, donde la identificacion

de las micrometastasis aumento de forma significativa. (28)

En el grupo de Motomura y col. se ha probado con éxito la realizacién del rastreo y

estudio inmunohistoquimico transoperatorio del ganglio centinela. Aunque fue
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evidente la dificultad para obtener el diagndstico de micrometastasis en las
improntas citolégicas transoperatorias, ya que pueden ser la principal causa de
falsos negativos. (71)

En el estudio de Kataoka y col. presentaron excelentes resultados de identificacion
de metéstasis en ganglios centinelas, utilizando la reacciébn en cadena de
polimerasa con transcriptasa reversa en tiempo real (RT-PCR). Schoenfeld y col.
demostraron que 40 ciclos de RT-PCR puede ser el método O6ptimo para detectar
micrometastasis, aunque seria necesario validar la técnica. Pero aun toca esperar
otros estudios que evallten la facilidad del procedimiento en grandes poblaciones y

una comparacion detallada con los resultados de IHQ. (28)

El tamizaje actual con mamografias ha conseguido que se detecten cada vez més
carcinomas de mama pequefios y con ganglios linfaticos negativos en el estudio
histolégico de rutina. Los nuevos métodos de deteccion de micrometastasis
permiten identificar en un 33% de los casos las metastasis ocultas, esto cambia el
estadio del tumor y explica el porqué pacientes en un principio en el mismo estadio
podian tener diferencias en el prondstico, en la supervivencia libre de la
enfermedad y supervivencia global. El primer estudio prospectivo fue realizado por
el Internacional Breast Cancer Study Group, donde estudiaron secciones seriadas
en 921 casos de cancer de mama en estadio |, encontrando metastasis en el 9%.
A los 5 afios la supervivencia libre de enfermedad para pacientes con metastasis
era del 58%, comparadas con las pacientes con ganglios linfaticos no afectados
que era del 74% (p=0.003) y la supervivencia global era del 79% y 89%
respectivamente (p=0.002). Otros estudios encontraron resultados parecidos como
el de Neville y col en 1991. Las diferencias de los resultados actuales con los
primeros estudios de micrometastasis, en los que las micrometastasis no se
consideraban relevantes para el prondstico, tienen que ver con las diferencias en
el tamafo de la poblacion, el tiempo de seguimiento, el uso de la IHQ y la
combinacion de ellos. En el cancer de mama el objetivo fundamental de la
realizacion de la técnica del ganglio centinela, ha sido reducir la morbilidad

asociada a la practica habitual de la linfadenectomia axilar. Como ya se sabe, el
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estado anatomopatolégico de los ganglios axilares son el factor pronostico mas
importante, la afectacion de estos disminuye hasta en un 40% la supervivencia a
los 5 aflos de estas pacientes.(72,73)

El diagndstico cada vez mas precoz del cancer de mama gracias a las campafas
de cribaje, condiciona una menor afectacion de los ganglios axilares. A esto se le
une la tendencia actual de tratamientos conservadores y plantea la necesidad de
técnicas diagnosticas alternativas. El ganglio centinela pasa a ser el mejor tejido
de referencia para tomar una biopsia de forma selectiva y analizarlo
histolégicamente mediante las técnicas apropiadas. Se han realizado estudios
referente a la técnica para la localizacién del ganglio centinela en el carcinoma de
mama Yy el uso de los marcadores, algunos utilizan solo colorante azul de
isosulfan, otros solo radiois6topos y otros combinan ambos marcadores. Algunos
autores apoyan el hecho de que el colorantes azul de isosulfan mezclado con el
radioisétopo, localizan en un 98% el ganglio centinela.(74-77)

En 1993 se aportaron resultados de una serie de 22 pacientes con cancer de
mama. A estas pacientes 2 o 3 horas antes de la cirugia, se les inyect6 una
solucién coloidal de *™Tc en el perimetro del tumor, el radiofarmaco alcanzé los
vasos linfaticos fluyendo hacia los ganglios linfaticos mas préximos, donde las
particulas finalmente son capturadas por los macrofagos locales. Durante la
cirugia con una sonda gamma se localizaban los ganglios linfaticos " calientes"”
gue era considerado el ganglio centinela. A todas las pacientes se les realiz6
linfadenectomia axilar completa y todos los ganglios se estudiaron
histolégicamente. Se identificd el ganglio centinela en 18 casos (81.81%), de estos
7 se encontraron metéstasis ganglionares con ganglio centinela positivo y en los
otros 11 casos el ganglio centinela era negativo, al igual que el resto de la
linfadenectomia axilar. En ninguno de los 4 casos que no se encontrd el ganglio
centinela se encontré afectacidbn ganglionar metastasica y no se encontraron
falsos negativos. En 3 de los 7 casos con ganglio centinela positivo (42.85%) solo
este era el afectado. Estos resultaron mostraron que de las 22 pacientes, 15 de

ellas (68.18%) podian haber sobrevivido sin necesidad de la diseccion radical de
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la axila y de estas 11 casos (73.33%) tenian la indicacion de un ganglio centinela
negativo. Estos resultados despertaron el interés de la comunidad cientifica y a
partir de ese momento se iniciaron estudios en poblaciones mas amplias,
modificando la técnica original, con la asociacion de colorante y el is6topo de
9MTe, cambiando los lugares de puncién y estudiando el flujo linfatico. Este
estudio fue béasico para modificar la indicacion de la linfadenectomia axilar
completa y su morbilidad posterior como dolor, parestesias, linfedema, seromas,

infeccion y limitacion de la movilidad de la extremidad.(70)

El anatomopatdlogo se ve enfrentado a estudiar las metastasis en el ganglio
centinela durante la cirugia y esto define si se realiza o no la diseccion axilar
completa. Contamos con varios métodos para estudiar el ganglio centinela que

conllevan o no la morfologia.

1. Morfoldgicos:

e Citologia con improntas, utilizando la coloracion de
hematoxilina y eosina (H&E). Se realiza el estudio en el acto

quirdrgico.

e Andlisis de secciones seriadas multiples congeladas. Se

realiza el estudio durante el acto quirargico.

e Histologia clasica con la coloracion de hematoxilina y eosina

(H&E). Se realiza estudio postquirurgico.

Inmunohistoquimica. Se realiza estudio postquirargico.

2. No morfolégicos:
e Andlisis molecular. Durante o después del acto quirurgico.

e Citometria de flujo. Posterior al acto quirtrgico.
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2.5.1. Indicaciones de la técnica del ganglio centinela

La localizacion del ganglio centinela en el cancer de mama debe considerarse en
pacientes con biopsia concluyente para carcinoma de mama o en su defecto
puncion con aguja compatible, a las que se les ha planeado cirugia y
linfadenectomia axilar, y que no presentan ganglios linfaticos clinica o

ecograficamente sospechosos de infiltracion metastasica.

En la actualidad las indicaciones aceptadas por el Consenso realizado por la
Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia mamaria (Noviembre del 2013) son

las siguientes para la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC):

A. Criterios de indicacion:

1. Carcinomas infiltrantes T1, T2 y T3, siempre quela axila sea clinica, ecogréafica y

patolégicamente (si procede, ya sea citoldgica o histologicamente) negativa.

2. En los casos de carcinoma intraductal con:

a. Indicacion de mastectomia.
b. Alto riesgo para microinfiltracion o infiltraciébn en base a alguno de los siguientes

criterios (evidencia 2++):

Diametro =2 3 cm
Palpable
Alto grado histologico

Comedonecrosis

3. En el carcinoma de mama en el vardn se siguen las mismas indicaciones que

en la mujer.
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B. Criterios de exclusiéon o contraindicacion:

1. La verificacion preoperatoria de afectacion ganglionar mediante pruebas de
imagen (ecografia) y al menos, citologia de las adenopatias sospechosas con
diagndéstico compatible con metéastasis de carcinoma.

2. Carcinoma inflamatorio.

3. Radioterapia axilar previa a dosis de 50 Gy.

4. Carcinoma localmente avanzado con afectacion ganglionar, en ausencia de

tratamiento sistémico primario.

C. No constituyen criterios de contraindicacién:

1. Biopsia escisional previa, siempre que no aparezcan criterios de exclusion.

2. Cirugia mamaria plastica de aumento o reduccion previa.

3. Tumores multifocales y multicéntricos (evidencia 1).

4. Cirugia conservadora con BSGC previa por carcinoma: no hay evidencia para
contraindicar una nueva BSGC, aunque es necesaria la valoracion individual de
cada caso en funcion de la dosis de irradiacion recibida en la axila (evidencia 1+).
5. Mujeres gestantes o0 puérperas lactantes, previa retirada de la lactancia 24 h. Se
recomienda utilizar la minima dosis posible de trazador y el mismo dia de la

cirugia. En estos casos, esta contraindicado el uso de cualquier colorante vital.

D. Consideraciones especiales:

1. En pacientes con axila clinica/ecograficamente negativa de inicio (cNO), puede
realizarse la BSGC tanto previa al tratamiento sistémico primario como posterior al
mismo (evidencia 1+).

2. En pacientes cN1/N2 de inicio con negativizacion clinica y ecogréfica de la axila
tras la neoadyuvancia (cyNO), puede realizarse la BSGC después del tratamiento
sistémico primario y evitar la linfadenectomia axilar cuando el GC sea negativo

(evidencial-). No obstante, series recientes aportan resultados controvertidos al
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respecto por la alta tasa de falsos negativos secundarios a la terapia sistémica

primaria.

2.5.3. Controversias en la utilizacion de la técnica del ganglio centinela

A pesar de que la capacidad de la técnica del ganglio centinela para predecir
metéstasis en los ganglios axilares, hay controversias sobre la técnica por el
hallazgo de falsos negativos. En el Hospital Clinico San Carlos de Madrid, se ha
comprobado que si el ganglio centinela es negativo, el resto de la cadena
ganglionar también lo sera, existiendo solo un 0.18% de falsos negativos.
(78,79)(65-66)

Edad: Las pacientes con edad avanzada presentan alteraciones de la circulaciéon
linfatica, que puede provocar un defecto en la migracién del marcador. Sin
embargo esto no afecta la fiabilidad de la técnica, por lo que si la migracion del
marcador es adecuada, no hay contraindicacion.

Obesidad: Se ha observado que en las pacientes obesas se puede dificultar la

migracion del marcador. (80)

Multicentricidad: Existe evidencia limitada en la técnica. En la actualidad se

realiza la biopsia mediante puncion peri areolar del radio trazador.

Embarazo: En la gestacion el colorante vital esta contraindicado y el radiois6topo
(Tc99m) no se contraindica. Aun no existe evidencia clara para recomendarla en

mujeres gestantes, pero se han comunicado varios casos en la literatura. (81)(68)

Pacientes sanas con mutacion del gen BRCA: Dado que existe un porcentaje
de pacientes con carcinoma oculto de la mama en las que puede existir afectacion
axilar, la técnica del ganglio centinela no afadiria morbilidad en caso de ser

candidata a una mastectomia profilactica.
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Portadoras de protesis mamaria: Se ha supuesto que conllevaria a una menor

migracion del radio trazador, pero la mayor parte de los grupos no la contraindican.

Cirugia previa en la glandula mamaria: La cirugia previa se ha considerado
cldsicamente una contraindicacion por posibles alteraciones en la circulacion
linfatica. Para que el mapa linfatico se altere tienen que ser cirugias extensas
como masto plastias de reduccion, con alteracion de la arquitectura mamaria,

aungue actualmente no es una contraindicacion formal.

Pacientes con cirugia previa y con técnica del ganglio centinela realizada: No
existe evidencia para recomendar un nuevo procedimiento una vez existe la

recidiva tumoral.

2.5.4. Factores prondstico del ganglio centinela

Debemos tener en cuenta que el concepto de factores prondsticos y predictivos
son diferentes. Los factores prondsticos indican asociacion con un periodo libre de
enfermedad, mientras que los factores predictivos se refieren a la respuesta al

tratamiento.

Segun el colegio Americano de Patélogos (CAP) estan categorizados en tres

grupos o niveles:

e Categoria |: Son factores bien respaldados en la literatura cientifica, por
ejemplo el tamafio tumoral, el estado ganglionar, el tipo histologico, el
recuento de mitosis, receptores hormonales y oncogén HER2.

e Categoria Il: Son factores que se han estudiado pero que requieren una
validacion estadistica mas rigurosa como son p53 o la invasién vascular en

el tumor.
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e Categoria lll: Son factores que no han sido estudiados del todo o que no
han demostrado un valor pronostico-predictivo, como son la ploidia celular,

la catepsina D o la angiogénesis entre otros.

El sistema de estadiaje del cancer de mama se basa en evaluar meticulosamente
el tumor primario (T), los ganglios linfaticos regionales (N) y las metastasis a
distancia (M), fue propuesto por primera vez en 1954 por la UICC y ha sido
revisado varias veces hasta su publicacién por el AJCC e implementado a nivel

mundial.

2.5.5 Factores pronostico clasicos

Afectacion ganglionar (N): El nUmero de ganglios linfaticos axilares positivos es
muy importante en el cancer de mama infiltrante que ha sido tratado con
mastectomia. La supervivencia, la recidiva, la velocidad en aparecer la recidiva y
el fracaso en el tratamiento estan relacionados directamente con el niumero de
ganglios linfaticos axilares positivos. Sin evidencia de metastasis ganglionar las
sobrevida a los 5 afios es del 87%, mientras que la presencia de algun ganglio
positivo la disminuye a un 75%, al tener de 1 a 3 ganglios linfaticos comprometidos
la sobrevida es del 64.5% y con 4 o0 mas ganglios linfaticos positivos la sobrevida
decae a un 34.5%. Obviamente si los ganglios linfaticos axilares
macroscopicamente se observan comprometidos el prondéstico es desfavorable.
Se ha publicado que las pacientes con micrometastasis estudiadas en secciones
microscopicas seriadas y que son menores de 2 mm, tienen una sobrevida

comparable con las pacientes sin metastasis ganglionares.

Una investigacion prospectiva del grupo de estudio internacional del cancer de
mama, estudiaron los ganglios axilares homolaterales considerados negativos, se
realizaron cortes seriados y luego del estudio histolégico sistematico, se
encontraron micrometastasis en un rango del 9 y 20%, estas pacientes con

micrometastasis tuvieron menos tiempo de sobrevida libre de enfermedad y
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sobrevida global de la enfermedad después de 5 afios, que aquellas cuyos

ganglios se mantuvieron negativos después de estudiarlos con cortes seriados.

Las micrometastasis también se correlacionan con la invasion vascular peri
tumoral y con el tamafio del tumor. Si existe invasion vascular y el tamafo del
tumor es mayor de 2 cm, es probable que existan micrometastasis. Los métodos
inmunohistoquimicos y moleculares para el diagndstico de las metastasis ocultas
en los ganglios linfaticos axilares, han permitido mostrar que estas pacientes
tienen mayor indice de recurrencia y una peor supervivencia especialmente el

carcinoma ductal infiltrante.(82,83)

Las pacientes con metéastasis de los ganglios linfaticos supraclaviculares y de la
cadena mamaria interna tienen una sobrevida a los 5 afios del 56% y 52%
respectivamente y en caso de ser las dos regiones afectadas la sobrevida es del
24%. Las metdstasis en los ganglios supraclaviculares son de prondstico ominoso,
ya que por lo general son alcanzados después de comprometer los ganglios

axilares y de la mamaria interna.

Tamafio tumoral (T): El tamafio macroscépico de las neoplasias malignas
primarias infiltrante también es un factor pronéstico importante. Existe relacion
directa entre el tamafio del tumor y las metastasis ganglionares axilares. En
tumores menores de 1 cm existen metastasis en un 26%, si el tumor es mayor de
10 cm existen metéstasis en un 78%. Un tumor de 2 cm de diametro maximo,
tiene un prondstico y supervivencia mejor siempre que se compare con tumores

mas grandes.

Grado tumoral: Bloom en 1950 propuso un método que valoraba tres factores:

e El grado de formacion de tubulos.

e La regularidad en el tamafio, la forma y las caracteristicas de tincion
nuclear.

e La hipercromasia nuclear y la actividad mitética.
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Asi fue como los tumores se clasificaron en bajo, moderado y alto grado de
malignidad. Mas tarde Bloom y Richardson modificaron el sistema de graduacién
afiadiendo a cada uno de los tres factores un valor de | a Ill, que corresponde

aleve, moderado o marcado. (Tabla 8)
Actualmente basandose en pardmetros que corresponden al tamafio del tumor, el
grado histoldgico y el estado de los ganglios se calcula el indice pronéstico de

Nottingham (NPI), siendo mejor el prondstico en cuanto menor es el valor del NPI.

Tabla 8. Grados histolégicos de Bloom y Richardson modificados.

Grados histoldgicos de Bloom y Richardson modificado.

1. Formacién del tubulos
Puntaje 1: Mayor del 75% del tumor tiene tdbulos
Puntaje 2: 10% a 75% de tumores tiene tubulos
Puntaje 3: Menor del 10% de formacion de tubulos

2. Tamafio nuclear
Puntaje 1: Nucleos del tumor similar a los nucleos de las células ductales
normales
(2-3xGR)
Puntaje 2: Nucleos de tamafio intermedio
Puntaje 3: Nudcleos muy grandes, usualmente vesiculares con nucléolos
prominentes

3. Conteo de mitosis
Por 10 HPF con objetivo de 40x y area de campo de 0.196 mm2
Puntaje 1: 0-7 mitosis
Puntaje 2: 8-14
Puntaje 3: Mayor o igual a 15

Tipo tumoral: Los carcinomas de mama tubular, mucinoso y adenoide quistico
son de bajo grado, en estos es muy poco frecuente encontrar metastasis axilares y

tienen un relativo buen prondstico.
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Los carcinomas poco diferenciados como son los carcinomas inflamatorios,
carcinomas con células en anillo de sello y los carcinosarcomas son considerados
muy agresivos y de mal prondstico. Por ejemplo el carcinoma inflamatorio tiene

una supervivencia a 5 afios de un 11%.

Invasion del estroma: Es un factor de crucial importancia en el pronéstico de las
pacientes, puesto que el carcinoma in-situ 0 no invasivo es casi siempre curado
con la mastectomia. La identificacion de la invasion cuando se intenta conservar la
mama es de altisima importancia, tanto como la determinacioén de la enfermedad

in situ, dentro y fuera del componente invasivo.

Invasion vascular: La invasién linfatica y peri tumoral tiene un valor predictivo
sobre la recurrencia local precoz y las metastasis a distancia, e indican una mayor
probabilidad de fracaso terapéutico. Se utilizan técnicas de inmunohistoquimica
para determinar antigenos de las paredes vasculares, como son el factor VIII,

CD31 o0 CD34 y asi no tener duda de si se trata de una invasion vascular.

2.5.6 Factores pronostico bioldgicos

Cinética celular: Este factor prondéstico tiene la ventaja de que es cuantificable,
objetivo, independiente del estado de los ganglios axilares y aplicables a las
pacientes con ganglio centinela negativo. La desventaja es que parece tener un
dudoso significado clinico en las mujeres con ganglios linfaticos positivos para
metastasis. Se utiliza el indice de marcaje con timidina (IMT) o el analisis del DNA

por Citometria de flujo.

e EIIMT indica la proporcion de células que estan en fase S dentro del tumor.
Por lo general los tumores de bajo grado tienen un IMT bajo y los que
tienen un IMT alto tienen un elevado potencial de proliferacion y de recidiva
de una forma precoz. Este indice se relaciona de manera inversa con el

contenido de receptores de estrégeno (RE).
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e La Citometria de flujo proporciona un analisis rapido, automatizado y
determina la ploidia del tumor. Se realiza la determinacion de la fraccion de
células en fase S (FSS), que equivale al IMT, ademas estudia el indice de
DNA que consiste en comparar el contenido del DNA de las células

tumorales con el de las células benignas.

Receptores hormonales: Los estrogenos y progestdgenos son hormonas
asteroideas implicadas en la fisiopatologia de multiples aspectos de la patologia
de la glandula mamaria. Ambos tipos de hormonas intervienen conjuntamente en
el crecimiento, diferenciacion y supervivencia del epitelio mamario. Son de crucial
importancia en el desarrollo de las neoplasias mamarias durante los afos
reproductivos (desde la menarquia a la menopausia); tras la menopausia, la
actividad de las aromatasas periféricas transforma los andrégenos suprarrenales

en estrogenos, suministrando estimulo hormonal tejido mamario.

Se observa en tejido maligno no invasivo, una concentracion de receptores
esteroideos unas 15 veces mayor a la del tejido normal. Su activacion se ha
relacionado fundamentalmente con un aumento de la replicacion celular (no asi en
potencial metastatizante), y se cree que el aumento de la expresion de receptores

esteroideos es un evento clave e inicial en la tumorogénesis mamaria.

El tejido mamario que sobre expresa el receptor de estrégenos muestra una tasa
de malignizacién 6,5 veces mayor que el tejido con una expresion normal. Desde
el trabajo de Barbara Mason y col. en 1983 en el que se determind la expresion de
PgR y ER de todos los canceres de mama incidentes entre 1976 y 1980 de la
ciudad de Auckland (1.136 casos) se acepta la importancia clinica de la positividad
de la expresion de ER y PgR. En este estudio se constaté que cuando ambos
receptores eran positivos, existia una supervivencia significativamente mayor que
cuando eran negativos; dicho efecto se probaba en ausencia de los tratamientos
hormonales existentes hoy en dia para bloguear la actividad replicativa inducida
por esteroides femeninos. Hoy por hoy se acepta como factor pronéstico molecular
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de importancia en enfermedad localizada; en enfermedad avanzada los datos son
mas controvertidos; si bien la actividad de estos receptores se ha relacionado con
actividad replicativa, no esta tan claro que posean actividad facilitadora de

produccion de metastasis.

Asi, segun Hilsenbeck y col. y Costa y col. a los 5 afos tras el diagnéstico del
cancer de mama la importancia prondstica derivada de la expresion de ER y PgR
se pierde (en parte porque la replicacion tiende a volverse hormono independiente
con el avance de la enfermedad). Sin embargo, Chang y col. Publicaron un
andlisis retrospectivo con 346 pacientes en el que estudiaron la influencia de
ciertos datos clinicopatoldégicos del tumor primario en el desarrollo de la
enfermedad una vez que se desarrollan las metastasis; curiosamente encontraron
asociacion positiva entre la expresion del PgR (y no del ER) en el tumor primario

con una evolucién mas benigna en la enfermedad metastasica.

Lo que esta muy claro hoy en dia es el beneficio que se obtiene en todas aquellas
pacientes con receptores positivos merced al bloqueo hormonal con los diferentes
agentes disponibles. El meta-analisis decisivo fue el publicado en 1998 por el
Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, en el que se analizan 36.689
pacientes incluidas en 55 ensayos clinicos. En estos ensayos se aleatorizaba el
uso de Tamoxifeno adyuvante (durante diferentes periodos de tiempo segun el
estudio; desde 1 afo hasta 5 afios) frente a la ausencia de Tamoxifeno, en
mujeres con cancer de mama localizado con o sin ganglios positivos. Se encontrd
un beneficio global consistente determinado por una reduccion de la Odds Ratio
(OR) de recaida del 40% y una reduccion de la OR de muerte por cancer de

mama del 23%.

Oncogén HERZ2: Existen diversos mecanismos moleculares a nivel celular, que
pueden funcionar como oncogénicos. Diversos oncogenes codifican para
receptores mutados de factores de crecimiento, con actividad tirosin-quinasa cuya

activacion por ligandos (conocidos para unos receptores y desconocidos para
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otros) desencadena la activacion de las vias de sefalizacion celular que llevan a la
proliferacion descontrolada. La mutacion mas comun es la delecion del dominio
extracelular; en otras ocasiones se observan mutaciones puntuales que confieren
la propiedad de estar activados de modo constitutivo. Con menos frecuencia se
deleciona el extremo carboxiterminal de dichos receptores y asi se elimina una

secuencia reguladora negativa de la actividad del receptor.

Sin embargo para el oncogén de mas relevancia identificado en el cancer de
mama en los ultimos afos, el mecanismo por el que tiene lugar la oncogénesis es
por un aumento de la expresién del receptor no mutado; el subsiguiente
incremento de la actividad tirosin-quinasa induce transformacion celular. Hablamos
del oncogén HER2 (también denominado erbB-2 o0 neu) es un gen localizado en el
cromosoma 17g12; se trata de una proteina de membrana que corresponde al
receptor tipo 2 (de 4 descritos hasta la actualidad) del factor de crecimiento
epidérmico. La amplificacion del gen del HER2 se encuentra de un 25 a 30 % de
los canceres de mama humanos y se correlaciona con mas incidencia de
metastasis en los ganglios regionales, grado histolégico mas agresivo y presencia
de estadios mas avanzados al diagnostico. Se relaciona con resistencia a diversos

agentes quimioterapicos y hormonales.

Los andlisis multivariantes apoyan que su expresion ejerce una influencia
(negativa) independiente del resto de los factores prondsticos en la supervivencia
en pacientes con ganglios positivos respecto a la no expresion. EI gen HER2
humano codifica una proteina de 1255 aminoacidos perteneciente a la familia de
los receptores tirosin-quinasa (RTK). El producto del HER2 es un miembro del
subgrupo de los receptores del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal
Growth Factor Receptor-EGFR) dentro de la superfamilia RTK, que incluye tanto al
EGFR (codificado por el erbB-1), como a las proteinas codificadas por los genes
erbB-2, erbB-3 y erbB-4. Los cuatro genes codifican una proteina con actividad
tirosin-kinasa con dominios de membrana sencillos y dos dominios celulares ricos

en cisteinas. Los cuatro receptores se coexpresan en diferentes combinaciones y
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se pueden encontrar en una gran variedad de tejidos, excepto el tejido

hematopoyético.

Mientras que HER2 se expresa a concentraciones bajas en diversas células
normales, en varios canceres se sobre expresa. En general este hecho esta
causado por amplificacion genética o un incremento del nimero de genes erbB-2
en el nicleo. Esta sobreexpresion desempefia un papel en la progresion del tumor,
produciendo titulos elevados de crecimiento celular y transformacion oncogénica.
A nivel practico, la significacion del HER2 en el cancer de mama es multiple: el
cancer de mama evoluciona desde la lesion pre maligna no invasiva (Carcinoma
in-situ) hasta el carcinoma metastasico, pasando por los estadios localizados. Es
posible encontrar la sobreexpresion del HER2 en todos los estadios del cancer de
mama, pero no se ha encontrado en lesiones benignas de la mama; esto sugiere
que el gen no se amplifica antes de un verdadero estado maligno. La
sobreexpresion se mantiene en lesiones metastasicas, sugiriendo una funcion
continuada del HER2. Hay un trabajo con gran implicacion clinica en este aspecto,
de Niehans y col. en él analizaron en autopsia con inmunohistoquimica la
expresion de esta oncoproteina; el trabajo esta realizado con 30 pacientes. De
ellos, 18 sobre expresaban el HER2 en las metastasis, 15 (80%) de los cuales lo
sobre expresaban en todas y todos los pacientes con sobreexpresion en tumor

primario, mostraban sobreexpresion en las metastasis.

De hecho, algun trabajo sugiere que la prevalencia de sobreexpresion del HER2
en lesiones metastasicas a distancia es mucho mayor del 30% presente en las
lesiones localizadas en la mama, sugiriendo una seleccion positiva de las clonas
celulares que sobre expresan este factor (por ejemplo, el trabajo de Braun y col.
encuentra en médula 6sea una prevalencia del 60% de sobreexpresion del HER2

en las micrometastasis del cancer de mama en médula 6sea).

Esto abri6 la posibilidad al uso del Trastuzumab, anticuerpo monoclonal

humanizado desarrollado contra este factor de membrana. Este anticuerpo
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monoclonal supone un cambio conceptual en el tratamiento de los tumores
sélidos, constituyendo la primera terapia dirigida especificamente contra las
células tumorales y sin efecto sobre las células normales con verdadera eficacia
clinica. No sdlo es importante por ser en si mismo una diana terapéutica; diversos
trabajos sugieren que la amplificacion del HER2 esta relacionada con la

resistencia a tratamientos quimio/hormonales en el cAncer de mama avanzado.

El “Gold Standard” para la determinacion de sobreexpresion del HER2 en cancer
de mama es el FISH (Hibridacidén in situ fluorescente). Dicha técnica detecta
directamente la amplificacién del gen. Actualmente se acepta la técnica DISH
(hibridacion in situ cromogénica y con plata) con una sensibilidad y especificidad
similar a la FISH. La deteccion de la proteina HER2 por inmunohistoquimica
(Herceptest®; se divide el resultado en 4 grupos de expresion: 0-1-2-3) por
anatomopatélogos expertos presenta una correlacion mayor al 90% con el FISH o
DISH.

Catepsina D: Es producida y secretada por las células tumorales mamarias. Su
sobreexpresién esta asociada a mayor agresividad del tumor y menor tiempo libre
de la enfermedad. Broullet y col. estudiaron la relacion entre catepsina D, la
proteina HER2 y la amplificacion del oncogén c-myc, encontrando que no se
relaciona con la expresion del HER2, pero si con la amplificacién del oncogén c-

myc.

indice de proliferacion celular Ki-67: El anticuerpo monoclonal Ki-67 reconoce
un antigeno presente en las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular; en la fase GO y
comienzo de la fase G1, periodos de reposo, no se detecta este antigeno. Este
antigeno permite identificar las células proliferantes dentro del tumor y la
positividad se correlaciona con el grado de diferenciacion tumoral, invasion
vascular, metastasis a ganglios linfaticos y es inverso a la existencia de receptores

hormonales.
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Gen p53: La p53 es una proteina oligomérica que se une al DNA cuya funcion es
desencadenar respuestas celulares al dafio del DNA. No estdn completamente
descritos los mecanismos, pero en general se acepta que su actividad conduce a
3 tipos de respuesta: disminuye la velocidad de la transicion de las fases de la
replicacion celular, activa sistemas proteicos encargados de la reparaciéon del DNA

y si el dafio del DNA es critico activa la apoptosis.

Cuando el gen de la p53 se halla mutado existe mayor inestabilidad genética
debido a que la replicacion celular no tiene freno, se dispone de menos tiempo
para reparar el DNA en cada ciclo celular, y la respuesta apoptética al dafio
gendmico esta inhibida. La sobreexpresion de p53 en la célula mamaria maligna
se ha relacionado con peor prondstico y peor respuesta a la quimioterapia y a la
hormonoterapia. Sin embargo, los analisis inmunohistoquimicos todavia no
pueden determinar si el aumento de la p53 detectado se debe a un incremento de
su transcripcidbn como respuesta a un estimulo proapoptético o a que existe una
p53 mutada y por tanto poco eficaz. Asi, si bien es posible que en los proximos
afos las tasas de p53 en tumor primario decidan un tipo de tratamiento u otro, de

momento no se ha incorporado su estatus al arbol de decisiones terapéuticas.

uPA/PALI: El activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (Upa) y su inhibidor PAI-1,
han demostrado un poder predictivo positivo significativo, con especial utilidad en
el grupo de ganglios linfatico negativos. Los niveles altos (medidos sobre extractos
tisulares mediante técnicas de ELISA) indican un alto riesgo de recidiva y la
necesidad de adyuvancia, mientras que si permanece bajo el prondstico es
excelente y podra ahorrarse el tratamiento sistémico. El principal problema
metodoldgico para su valoracion, es la necesidad de al menos 300 mg de tejido
tumoral fresco/congelado para su determinacién, cantidad consideraba que impide
su implantacion como una herramienta de rutina. El valor predictivo de este
marcador podria ser mayor si se mejoraran sus métodos de deteccion, ya fuera
por micro-ELISA, inmunohistoquimica o sobre tejido fresco obtenido de biopsia,
trucut o PAAF.
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Susceptibilidad genética: En el afio 1994 se clon6 el gen BRCAL, tras identificar
en 1990 una regidn de susceptibilidad genética al cancer de mama en la region
17921. Las mutaciones de dicho gen (transmitido de forma autosémica dominante)
se asocian a un riesgo de hasta 85% de desarrollar cancer de mama a lo largo de
la vida, sobre todo a edades tempranas. Asimismo, también la posibilidad de

padecer cancer de ovario aumenta si esta mutacion esta presente.

En ese mismo afio se localiz6 y cloné el BRCA2, en el cromosoma 13
(Transmisién autosémica dominante). El riesgo estimado de padecer cancer de
mama es similar para las pacientes que presentan mutaciones en este gen, si bien
la posibilidad de padecer cancer de ovario es menor. Las proteinas derivadas de la
transcripcion de los genes BRCAL1 y BRCAZ2 ejercen una funcion inhibitoria de las
sefales desencadenadas por las hormonas esteroideas en el epitelio mamario;
hipotéticamente, una alteracion en la funcion de dichas proteinas provocaria una
falta de control sobre los caminos de sefalizacion celular derivados de la

activacion estrogénica, predisponiendo a la carcinogénesis.

Las pacientes con los sindromes de Li-Fraumeni, Cowden, Muir-Torre y con la
enfermedad ataxia-telangiectasia, tienen también un aumento de la susceptibilidad
al cancer de mama; este aumento esta relacionado con un deterioro en la
capacidad de reparacion del DNA a nivel de todos los tejidos, no tratandose por
tanto de sindromes especificos de cancer de mama. La implicaciéon pronostica y
predictiva de este grupo de tumores se basa en que los tumores con mutacion
BRCA-1 suelen tener problemas de diferenciacion y son RE, RPg y HER2
negativos, con un fenotipo basal, EGFR positivos, con escaso componente de
carcinoma in-situ e hipersensibles a esquemas de tratamiento basados en platino
e inhibidores de PARP-1.

Perfiles genéticos en el cancer de mama: Las pacientes con caracteristicas

clinicopatologicos similares y que tienen evoluciones completamente diferentes,
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nos sugiere que deben existir caracteristicas moleculares subyacentes que

determinen el comportamiento tumoral.

Un grupo de investigadores del MD Anderson Cancer Center el afio 2003
presentaron en la sesién plenaria del simposium anual de la ASCO un trabajo
importante en el terreno de la prediccion de eventos en el cancer de mama:
utilizando la tecnologia de Micro-Arrays de cDNA, sometieron material tumoral
fresco procedente de la lesion primaria a un estudio genético masivo. Con esta
tecnologia se puede analizar la expresion cuantitativa individual de unos 30000
genes diferentes, a pesar de que no se conozca la funcion de cada uno. Se
estratifica cada gen individualmente por encima o por debajo de un punto de corte
de referencia para aumento de expresion o represion de la misma, obteniendo
finalmente el perfil de expresion génico de dicho tumor en concreto.Asi diferentes

grupos trabajan en ello como:

¢ Netherlands Cancer Institute, con MAMMAPRINT, compuesto por 70 genes
y aprobado por la FDA para su comercializacion desde el 6 de febrero del
2007, siendo el primer mamochip autorizado.

e Grupo Rotterdam, con AFFYMETRIX, compuesto por 76 genes
seleccionados entre miles ya estudiados, con lo cual las pacientes con
cancer de mama en estadios iniciales son clasificadas en alto o bajo riesgo

de enfermedad metastasica en el futuro.

e ONCOTYPE DX, este método se basa en la RT-PCR, y el cual se

encuentra validado para su utilizacion.

Vemos que poco a poco los métodos bioquimicos son reemplazados por la
inmunohistoquimica y la biologia molecular. En el futuro la biologia molecular y
la bioinformatica mediante los chips activados por la hibridacion del DNA
tumoral o de los DNA complementarios de los RNA mensajeros tumorales,
seran las bases de los estudios en el cancer de mama. Pero mientras esto

llega el papel de los factores prondsticos clasicos sigue siendo crucial para la
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clasificacion y el manejo terapéutico de las pacientes con cancer de mama.

2.6 Citoqueratinas (CK)

Las citoqueratinas (CKs) constituyen el mayor subgrupo de proteinas de
filamentos intermedios, siendo una familia multigénica con mas de 20 tipos
diferentes de polipéptidos, los cuales se dividen en tipo acido | (CK9-CK20) y
basico de tipo Il (CK1-CK8). En las células de epitelio normal se observa la
expresion por menos de un Citoqueratina de ambos grupos. Las citoqueratinas
(CK), hacen parte del cito esqueleto de las células epiteliales, donde su funcién
principal es la de mantener la integridad de estas células. Sin embargo, pueden
desempefiar funciones en mecanismos de sefalizacion celular, respuestas al
estrés y la apoptosis. CK se someten a una regulacion compleja que implica
modificaciones posteriores a la traduccién e interacciones con uno mismo y con

diversas clases de proteinas asociadas. (84)

2.6.1 Citoqueratina 19 (CK19)

La CK19, uno de las tres queratinas principales junto a CK8 y CK18 se expresan
en el epitelio simple o estratificado y en diversos carcinomas incluyendo el cancer
de mama, donde se ha utilizado para la deteccion de células de cancer de mama
en los tejidos mesenquimales y parece ser el marcador tumoral mas sensible y
fiable en los pacientes con cancer de mama metastasico y en fase inicial. Este se
sobre expresa en células de carcinoma, lo cual lo presenta como un prometedor

marcador en la deteccion precoz de cancer de mama(85,86)

La CK19, cuenta con un peso molecular de 40 kDa, fue detectada por primera vez,
en una la linea celular de carcinoma escamoso y luego se identificé en células
meso-epitelial y células epiteliales no queratinizadas. Normalmente, CK19 no se
expresa en tejido queratinizado estratificado y tejido epitelial escamoso, tal como
en la epidermis, la encia y el paladar duro. Sin embargo, CK19 se expresa en la
capa de células basales de tejido epitelial bucal no queratinizado. La CK19 se ha

utiizado como un marcador de células epiteliales en circulaciébn para el
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diagnoéstico de la metastasis del cancer, ya que es probablemente una de las

marcadores mas adecuados para el cancer.(12)

2.7 Mamaglobina (hMAG)

La Mammaglobin es una glicoproteina de 93 aminoacidos, con homologia con a la
familia secretoglobin-uteroglobina, hasta el momento no se le asocia funcién, sin
embargo su expresion se restringe a la glandula mamaria, es asi como hMAG
MIiRNA, se ha detectado en altos niveles (10 veces mayor) en lineas tumorales
mamarias, al ser comparados con los niveles de expresién en tejido mamario
sano; esta sobreexpresion es asociado a cancer de mama e independiente al tipo
histoldgico, incluso en tumores primarios. Por lo que se ha postulado su empleo
como un biomarcador restringido el cancer de mama, siendo aplicable mediante
cribado diferencial. También hay informes que exploran mammaglobin como un
marcador en suero para el cancer de mama, aunque los datos se han acumulando
sobre la utilidad clinica de mammaglobin como un biomarcador para fines de
diagnéstico, son pocos , estos se han centrado en su utilidad en la identificacion

de cancer metastasico de mama.(85—88)

Adicionalmente, se ha empleado para la diferenciacion de subtipos carcinomas de
mama: Luminal Ay B, HER2, basal like, el carcinoma (BLC), y triple negativo no
clasificados carcinoma (UTNC) por perfiles de inmunohistoquimica sustitutos
establecidos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es la patologia (tipo cancer) de mayor incidencia y mortalidad
en mujeres alrededor del mundo, considerdndosele un problema sanitario y social
de primer orden. A pesar de ser identificado se estima que aproximadamente la
mitad de las pacientes con cancer de mama localizado y tratadas con cirugia
radical sufrirdn una recidiva, en ellas la metastasis y la invasion axilar son la

principal causa de morbo-mortalidad relacionada con el cancer de mama.

La identificacion de la patologia requiere estudios histolégicos, donde la biopsia
del ganglio centinela se utiliza para decidir el tratamiento a seguir, el cual podria
incluir la linfadenectomia axilar en los casos de carcinomas en estados
avanzados. Si bien existe cultura de autoexamen y mamografia en la poblacion,
esta primera permite la deteccion en estados avanzados donde la remocion de
tejido mamario es mayor, y donde el pronéstico de sobrevida es menor, a | ser
comparado con aquellas pacientes donde se identifican micrometastasis. La
deteccion temprana favorece la sobrevida, sin embargo cuenta con limitantes,
como acceso a examenes y formacion (experiencia) del patdlogo, esta ultima
juega un rol definitivo en dictamen; a lo cual se suma tiempo de diagndstico y
costos asociados a el tiempo de intervencién del paciente. Por lo cual se requiere
el desarrollo de técnicas que permitan la deteccion efectiva de los casos de
micrometastasis, en tiempos minimos, sin requerir intervenciones prologadas en
los pacientes y de facil aplicaciéon, que permitan un diagnostico efectivo en

personal (patélogo) con poca experiencia.

Diversos estudios sefialan la posible implementaciéon de marcadores moleculares
en el diagnostico de patologias, como es el caso de la mamaglobina y CK19, por
lo que surge la interrogante acerca de la utilidad de estos genes como marcadores
de micrometastasis en el estudio del ganglio centinela, asi como su factibilidad
diagnéstica y aplicabilidad durante el tiempo quirdrgico, en busca de evitar re

intervenciones e impactar en el pronéstico de la enfermedad.
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4. JUSTIFICACION
La biopsia selectiva del ganglio centinela es el procedimiento de eleccion para la
estadificacion axilar del cancer de mama, y permite seleccionar un subgrupo de
pacientes en los que la linfadenectomia axilar no aporta ningun beneficio adicional,

pero si efectos secundarios indeseables. (19)

El uso de la biopsia selectiva del ganglio centinela se ha extendido desde la
descripcion de la técnica para el melanoma en la década del 90, evidenciandose
su utilidad. (9)

En los ultimos afios los cambios conceptuales introducidos por ensayos clinicos y
estudios observacionales han producido, una gran disparidad de criterios respecto

a la actitud terapéutica frente al diagnéstico del ganglio centinela metastasico.

Ello justifica la necesidad de estudiar técnicas moleculares que permitan el
diagnéstico rapido, oportuno, confiable, con buenos valores predictivos positivos y
negativos, con alta sensibilidad y especificidad todo esto durante el tiempo
quirargico, lo cual busca disminuir la ansiedad de las pacientes, las re
intervenciones, el retraso en el tratamiento quirdrgico cuando se requiera la

linfadenectomia y el sobrecosto que esto acarrea al sistema de salud.
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5. OBJETIVOS
5.10BJETIVO GENERAL
Desarrollar la metodologia y la técnica molecular empleando la expresion de CK19

y mamaglobina, para el estudio de biopsias de ganglios centinela en cancer de

mama temprano (hasta 3 cm) y evaluar su valor prondstico.

5.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

Caracterizar el ganglio centinela mediante la coloracion de hematoxilina y

eosina e inmunohistoquimica.

e Evaluar la expresién de los genes CK19 y mamaglobina, en los ganglios
centinelas extraidos intraoperatoriamente mediante RT-PCR y qPCR.

e Valorar la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor

predictivo negativo de la técnica RT-PCR para el ganglio centinela.

e Determinar el valor prondstico del andlisis mediante RT-PCR en la relacion

con la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad.

e Analizar si el estudio del ganglio centinela mediante RT-PCR presenta valor

prondstico independiente.
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6. METODOLOGIA

6.1 DISENO DEL ESTUDIO

El estudio realizado correspondié a un estudio descriptivo longitudinal. Las
pacientes estudiadas fueron diagnosticadas con cancer de mama en estadios | y |l
(hasta 3 cm), y candidatas a la técnica del ganglio centinela, los ganglios fueran
evaluados durante el acto intraoperatorio con H&E, realizando improntas
citolégicas y/o biopsia por congelacion, también se les realizaba la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) con Citoqueratina AE1-AE3 segun los protocolos
establecidos por el colegio americano de patologos (CAP). Con estas condiciones
se estandarizo la técnica de RT-PCR y gqPCR en busca de metéstasis

intraoperatoria o post-operatoria en material congelado durante este periodo.

Periodo del estudio

El estudio se realizd6 durante 6 afios en el periodo comprendi6é entre Octubre del
2004, a Marzo del 2010 donde se recolectaron las muestras a estudiar y se

congelaron a menos 80 grados centigrados para la posterior extraccion de RNA.

6.1.2 Poblacion de estudio y tamafio de la muestra

Se estudiaron 301 pacientes que fueron diagnosticadas de cancer de mama
invasor o micro invasor y se les realiz6 la técnica del ganglio centinela. La

clasificacion de las pacientes se bas6 en el sistema internacional TNM.

6.1.3 Criterios de exclusion

No se incluyeron pacientes en que la técnica del ganglio centinela no fue
satisfactoria, cuando fall6 la sonda portatil o en aquellas que poseian mas de 3

ganglios centinelas.
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6.1.4 Criterios de inclusioén

Se incluyeron en el estudio todas las pacientes a las que se les realizé la técnica
del ganglio centinela en el Hospital Clinico San Carlos (HCSC), durante el periodo
de Octubre 2004 a Marzo del 2010. Estas pacientes recibieron cirugia
conservadora o radical, con buena migracion del marcador durante la

determinacion del ganglio centinela. (Tabla 9)

Tabla 9.Criterios de inclusion de pacientes con céancer de mama segun
protocolo del HCSC

1. Pacientes con diagnostico de cancer de mama invasor o micro invasor

N

Pacientes diagnosticadas y tratadas en el Hospital Clinico San Carlos de
Madrid

Periodo del estudio

Tamarno del tumor hasta 3 cm de diametro

Ganglio linfatico negativo clinicamente

Biopsia intraoperatoria del ganglio centinela con estudio de H&E e IHQ

Migracién satisfactoria del radiois6topo

© N o O b~ W

Consentimiento informado autorizado

6.3PROCEDIMIENTO REALIZADO

La técnica incluyod la determinacion del ganglio centinela por medicina nuclear, la
extraccion por cirugia mamaria, el estudio en el laboratorio de anatomia patolégica
de la biopsia del ganglio centinela y el transporte del fragmento del ganglio linfatico
en una solucion de guanidina (RNA STAT-60), su almacenamiento - 80°C y la

realizacion de la técnica de RT-PCR y qPCR en el Laboratorio de Gendémica.
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6.3.1. Metodologia clinica

6.3.1.2Etapa preoperatoria

Historia clinica

Las variables estudiadas en la historia clinica fueron. (Tabla 10)

Tabla 10. Variables estudiadas en la historia clinica

e Edad, antecedentes personales, antecedentes familiares y obstétricos
e Fechade la cirugia

e Resultado de la RT-PCR para Mamaglobina y CK19

¢ Resultado de H&E e IHQ

e Numero de ganglios centinelas estudiados y tamafio de las metéstasis en el
ganglio centinela

e Linfadenectomia y nimero de ganglios positivos en la linfadenectomia
e Tamafio del tumor, grado tumoral y tipo histolégico

e Estadio segun la clasificacidon internacional TNM

e Receptores hormonales de estrégenos y progesterona

e indice de proliferacion celular Ki-67

e Gen HER2yBRCA

e Tratamiento prequirdrgico y postquirdrgico

¢ Recidiva, fecha de la recidiva y lugar anatomico de la recidiva

e Muerte, fecha de la muerte y causa de la muerte

Localizacidon del ganglio centinela: El dia previo a la cirugia (18 a 24 horas) se
realizé la inyeccion con *™Tc en el servicio de medicina nuclear, con una dosis de
0.1 mCi de *™Tc en la regién periareolar e intradérmica, posterior se realizé
gammagrafia de comprobacion a las 16-18 horas tras la puncion, comprobando la
migracion del coloide hasta la axila y el conteo del nimero de ganglios centinelas.

Trazador: En Espafia los radiotrazadores utilizados con mayor frecuencia son el
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nanocoloide de albumina, el coloide de estafio y el sulfuro de renio. Existe un
acuerdo general por el que el tamafio de particulas varia entre 50-200 nm para
una optima localizacion del ganglio centinela, existiendo un compromiso entre la
rapidez del drenaje linfatico y una retencion adecuada del radiotrazador en el

ganglio centinela.

La dosis varian entre 18.5-111 MBq (0.5-3 mCi) en funcion del tiempo transcurrido
hasta la intervencion quirdrgica. El volumen administrado varia entre 0.2y 3 ml. La
via de inyeccién del radiotrazador es preferiblemente intratumoral o peritumoral,

aunque las inyecciones peri areolares y/o subdérmica son una opcion correcta.

La inyeccion subdérmica sobre el tumor es suficiente en todos los casos con
excepcion de los tumores profundos o no palpables, en estos se recomienda una
inyeccion peritumoral guiada por ecografia o la periareolar y posterior a la

inyeccion del radiotrazador un ligero masaje sobre la zona. (Figura 1y 2)

Se utilizé un colimador de baja energia y alta resolucion: ventana de 15 a 20%
en el fotopico de 140 keV. Matriz de 256 x 256 para imagenes estaticas y de 128 x

128 en las imagenes tomogammagraficas.

Las imagenes estaticas se tomaron a los 30 minutos y 2 horas de la inyeccion del
trazador, en proyecciones anteriores y oblicuas a 45 grados o con movilizacion de

la mama hacia la linea media y lateral con 180-300 segundos por imagen.

Se debe realizar otras proyecciones siempre que se considere necesario, asi
como controles posteriores hasta el momento de la intervencidon quirlrgica si es
necesario. Para delimitar los contornos corporales puede utilizarse una fuente
rectangular (°’Co o **™Tc) o trazar los limites anatémicos con un puntero °’Co o

9¥mTe,

En gammacamaras hibridas con Tc, se adquieren 120 imagenes de 15 a 20

segundos cada una, realizando una Orbita de 360 grados en matriz de 128 x 128.

80



Doctorado en Ciencias Biomédicas

Estas recomendaciones son orientativas segun el cirujano. (Figura 3y 4)

La localizacién del ganglio centinela puede marcarse en la piel, especialmente en
la proyeccién oblicua a 45 grados mediante el puntero de °’Co o *™Tc, en caso de
visualizacion del ganglio centinela en la cadena mamaria interna la proyeccion

anterior es la idonea para marcar la localizacion del ganglio centinela.

En las proyecciones planares se puede modificar el brillo y contraste para la

optimizacion de la imagen.

Si se realiza el estudio con imagenes planares y/o SPEC-TAC en diferentes
tiempos, la primera imagen activa detectada en la region linfatica definida debe

considerarse como el ganglio centinela. (Figura 5y 6)

No obstante, el criterio principal es la visualizacion de un canal linfatico hacia el
ganglio centinela. Ademas se debe analizar diversas zonas linfaticas y en
diferentes estudios temporales para valorar la posible presencia de ganglios

centinelas de aparicién asincronica.

El estudio se presenta en placa o imagen en papel para las imagenes estaticas asi

como para la reconstruccién tomogréfica si se realiza con SPECT-TC.

6.3.2. Etapa operatoria

Cirugia

Esta se realiz6 en la unidad de Cirugia de mama del HCSM donde se empleé una
sonda portatil en la cirugia, con la cual se localizo el ganglio centinela y se realizo
el conteo y comparacion de los puntos de inyeccién del marcador y con el lecho
quirdrgico, y se determind si correspondia a las caracteristicas de un ganglio
centinela. Al finalizar la extirpacion de los ganglios centinelas, el contaje fue

minimo o insignificante menor del 10% de los puntos de inyeccion.
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Para la localizacion se realizé una puncion intraparenquimatosa en el cuadrante
supero externo de la mama, se utilizaron 1-3 ml de azul de isosulfan, (azul patente

0 azul de metileno) y se procedié a masaje por 10 minutos.

Figura 1.Puncidn intraparenquimatosa con azul de isosulfan
En la figura 1 se observa la puncion subareolar en medicina nuclear (A), se aplicaron
4 dosis intradérmicas de *™Tc, 0.4 mCi (3.7MBq) entre 18 y 20 horas previo a la

cirugia (B).

Figura 2. Linfocintigrafia

En la figura 2 se observa en (A) la visién anterior y (B) la visibn posterior, se

reconocen los 4 puntos de inyeccion y se detectan 3 ganglios linfaticos centinela.
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Figura 3. Técnica quirurgica del ganglio centinela
En la figura 3 se observa el procedimiento con el cual se localizaba del ganglio
linfatico centinela en cirugia (A) y donde se realiz6 la incision en la zona de mayor

radiactividad (B). La sonda de gammagrafia guia la diseccion.

Figura 4. Técnica quirurgica del ganglio centinela

Enl a figura 4 se observa la localizacion quirdrgica del primer ganglio centinela (A)

y (B) se observa el vaso linfatico. Nivel uno de la estacion ganglionar axilar.
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Figura 5. SPECT-TAC permite la localizacion exacta de todos los ganglios

linfaticos centinela determinando su nimero con mayor sensibilidad.

Figura 6. Técnica con gamacamara, localizaciéon de 4 ganglios centinela en la

region axilar (A y B) y posterior linfadenectomia con negatividad del lecho

quirurgico (C)

6.3.3 Metodologia analitica
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Técnica de Laboratorio de Anatomia Patologica y Patologia Molecular

Los ganglios centinelas fueron enviados al Laboratorio de Anatomia patologica,
donde se distribuy6 en fracciones de un 50% a 75% para analisis histopatoldgicos
y entre un 25% a 50% para la técnica molecular, este se deposito y transportd en
soluciébn de guanidina (RNA STAT-60) al laboratorio de genomica y se
almacenaron en el Biobanco (Figura 8). Los fragmentos empleados para analisis
histopatoldgicos se realizaron segun los procedimientos estandares (Congelacion,
impronta, coloracion de H&E e IHQ). Cada ganglio linfatico se cortd en dos o mas
partes entre 1.5 y 3 mm de didmetro, en los casos donde el tamafio del espécimen

lo permitid. (Figura 7)

Figura 7. Técnica del ganglio centinela, cortes por congelacion
Biopsia por congelacion de los ganglios centinela incluidos en OCT (A), cortes a 4

micras y coloracién convencional con H&E e impronta (B y C).
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Figura 8. Biobanco del Laboratorio de Gendémica
Biobanco donde se preservaron los ganglios linfaticos a -80 °C en solucion RNA STAT-60 (A) y

software de control de temperaturas del Biobanco (B).

Determinado que el ganglio centinela era negativo en el laboratorio de anatomia
patologica, este fragmento o fragmentos del ganglio centinela fueron fijados con
formalina y posteriormente incluidos en bloques de parafina. Una vez en estos
blogues se realizaron un minimo de 6 niveles por bloque para coloracion de H&E y
otros seis niveles de este bloque para realizar el estudio de inmunohistoquimica

(IHQ) con Citoqueratina AE1-AE3 segun los protocolos estandares. (Figura 9)

Figura 9. Estudio de inmunohistoquimica del ganglio centinela
Células tumorales aisladas determinadas por inmunohistoquimica (IHC) con Citoqueratina AE1-

AE3.
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El informe de Anatomia Patolégica incluia variables determinadas segun el colegio
americano de patdlogos (CAP) como:

e Tamafo del tumor
e Uni o multicéntrico
e Tipo histolégico

e Presencia o ausencia del componente intraductal, porcentaje sobre el total
del tumor, grado histoldgico y nuclear

e Estado de los margenes

e Estado de la piel y musculos profundos
¢ Invasion vascular y neural

e Numero de ganglios linfaticos

e Técnica de IHQ, receptores hormonales, Ki-67 y oncogén HER2

6.4.1Técnica de Biologia Molecular

Se determiné en el posquirtrgico la positividad o negatividad de 202 pacientes,
utilizando la técnica manual con el RNeasy Mini Kit (Qiagen) y PCR para

Citoqueratina 19 y Mamaglobina.

Posterior a la estandarizacién por PCR de los primers, técnica y metodologia, se
realizé la determinacion intraoperatoria a través del disefio realizado en conjunto
para kit GeneSearch™Breast Lymph Node (Veridex) con la técnica de gPCR, este

resultado se obtuvo en 20 minutos con 99 pacientes de la serie.

El grupo control fueron las pacientes a las que sin tumor se les realizé una
mastectomia profilactica y técnica del ganglio centinela, por ser portadoras de la
mutacion BRCA1 o BRCAZ2 o por riesgo de presentar cancer de mama en la mama

contralateral, siendo esta mama negativa para malignidad.

Los controles positivos fueron aquellas pacientes que durante el tiempo quirdrgico
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del ganglio centinela fue determinado positivo por H&E en el laboratorio de
Anatomia Patolégica. Los marcadores utilizados fueron dos genes Mamaglobina y

Citoqueratina 19.

ANALISIS MOLECULAR
Extracciéon de RNA

La extraccion del RNA de cada una de las muestras se realiz6 siguiendo las
indicaciones del RNeasy Mini Kit (Qiagen). Brevemente en un volumen de etanol
al 70% era afadido al tejido y posteriormente homogeneizado por medios
mecanicos. La mezcla es adicion6 a una columna para centrifugar a 8.000 g
durante 30 segundos. EI RNA adherido a la membrana de la columna y se eluyo

en 50 pl de agua libre de RNAsas. (Figura 10)

Figura 10. Manejo de las muestras para obtener RNA de buena calidad y
estudio de su integridad con gel de agarosa
La integridad del RNA se evalu6 en gel de agarosa en condiciones
desnaturalizantes al 1%. Solo las muestras que presentaban las bandas 28S y
18S del RNA ribosémico fueron usadas en las técnicas de RT-PCR y gPCR.
(Figura 11)
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Figura 11. Evaluacion de la integridad del RNA con la determinacion de las
bandas 28Sy 18S del RNA ribosdmico.
En la figura 11, se observa en la parte superior el cdodigo de las muestras
evaluadas (en orden 3, 42, 5, 6,11,12, 80 y 107) la integridad del RNA para lo
cual se observan los RNA 28S (flecha negra y 18S fecha azul). Se observa la

degradacion del ARN en las muestras 3, 42y 12.

Cebadores
Los cebadores empleados en el estudio fueron disefiados empleando la

herramienta Primer-Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/ ) a partir
de las secuencias NM_002276.4 (CK19) y U33147.1 (mamaglobina). Para la
determinacién de Mamaglobina y CK-19 se emplearon 5 ul de RNA. Los primers
empleados en la gPCR y RT-PCR fueron: Sense 5CAA ACG GAT GAAACT CTG
AGC AAT GTT GA y AntiSense 5TCT GTG AGC CAAAGG TCT TGC AGA en el
caso de la Mamaglobina y Sense: 5AGA TGA GCA GGT CCG AGG TTA y
AntiSense 5 CCT GAT TCT GCC GCT CAC TAT CA en la determinacion de la

CK19. En la amplificacion se empled una concentracion final de 400 uM de dNTP

y 0.6uM de cada uno de los primers. El andlisis de los productos amplificados se

realiz6 en un gel de poliacrilamida al 12 %. (Figura 12)
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Figura 12. Gel de poliacrilamida para estudio por PCR del gen Mamaglobina
y CK19
En la figura 12, se observa en los carriles 358, 384, 385 y 386 de la derecha, la banda de 105pb

(flecha izquierda) correspondiente a Mamaglobina (MG), seguida del marcador de peso molecular
(MP) de 1Kb con incremento de 50pb, seguidamente se observa en los carriles 358, 384, 385,
386 y 3851/2, una banda de 216pb (flecha derecha) que dorresponde a la Citoqueratina 19
(CK19)

Técnica para determinar Mamaglobina y Citoqueratina 19 (CK19) por qPCR

utilizando GeneSearch™Breast Lymph Node (Veridex) y Smart Cycler.

Para la determinacion de Mamaglobina y CK-19 por gPCR en tiempo real, se
empleé GeneSearch™Breast Lymph Node (Veridex), este método fue disefiado
para realizar la amplificacion rapida de &cidos nucleicos y utilizar el RNAm
procedente de los genes a estudiar. Mediante este kit desarrollado la

determinacion se realiz6 en 20 minutos.

La RT-PCR se realiz6 con una muestra de tejido fresco homogénea, se incluyeron
tres marcadores de genes que son Mamaglobina, CK19 y un gen de control
interno, el porfobilinbgeno desaminasa PBGD, que se encuentra presente en
todas las células "Housekeeping gen". La gPCR, asi como la interpretacion de los
resultados, se llevdé a cabo en el Smart Cycler siguiendo las indicaciones del

protocolo ya validado.(Figura 13, 14 y 15)
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Figura 13. Equipo de PCR en tiempo real. Laboratorio de genémica.
Equipo Smart Cycler para la realizacion de la RT-PCR y centrifugacion de las

muestras para evitar interferencias antes de iniciar el andlisis de los genes

Mamaglobina y CK19.
T, e s | 1d, de muesira
"ag SPEC
JA10 Control positi...
A1 Control negat...
A2 SPEC
JA13 SPEC
JA14 SPEC
: SPEC
|A1E SPEC
]
A 1d. de I, del Id. de Resultado de| Resultado de| Cddigo de Tipa de Motas
sitio paciente muestra BNSaYD cl eftatfaviso muestra

Al 173 SPEC Aprohado SPEC

§§ A0 Contral posi... Walido Aprobado PC1

§§ A1 Contral neg... Walido Aprobado MC 1

A12 387 SFPEC Aprobado SFPEC

A2 258 SPEC Mo disp. SPEC

A4 284 SPEC Ma disp. SPEC

A5 384 SPEC Ma disp. SPEC

A6 386 SPEC Ma disp. SPEC

Figura 14. Se observa la curva de analisis del gen Mamaglobina
Se observa una muestra positiva por RT-PCR para el gen Mamaglobina y

Negativa para el CK19, el gen control interno PBGB es positivo.
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Ja10 Control positi...
A1 Control negat...
a1z SPEC
a3 SPEC
a4 SPEC
|a15 SPEC
|A16 SPEC
v
A 1d. de Id. del Id. de Resultado de| Resultado de| Cadigo de Tipo de Motas
sitio paciente rruesta BhEaY0 cl BrtOtEviS0 rruestra
“|na 173 SPEC Negativo  Aprobado SPEC
A10 Contral posi... Malido Aprobado PCA
Afan Control neg... Malido Aprobado MG 1
N IE SPEC Negativo Aprobado SPEC
EFET SPEC BESHRGNN o disn. SPEC
A TEET SPEC POSHRGINN o disp. SPEC
ifm1s [ams SPEC BESHRGINN o disp. SPEC
| RS SPEC BESHRGINN o disn. SPEC
I

Figura 15. Se observa la curva de anédlisis positiva para el gen control
Se observa una muestra Negativa por RT-PCR para el gen Mamaglobina vy

Negativa para el CK19, el gen control interno PBGB es positivo.

Interpretacion de la curva de RT-PCR:

Los valores umbral fueron determinados para reconocer metastasis mayores de

0.2 mm de didmetro asi:

Mamaglobina: menor de 31
Citoqueratina 19: Menor de 30
PBGD: menor de 36

e Si el valor Ct de uno 0 ambos genes es inferior al valor umbral, la muestra

es determinada positiva.

e Si el valor Ct de ambos marcadores genéticos es superior al valor umbral y

el control interno inferior al valor umbral la muestra se determina negativa.

e Si el valor Ct del control interno es superior al valora umbral, se determina

como no valido
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e Silos controles externos no son validos, se determina todo el proceso de
amplificacion no valido, todas las muestras de la corrida deben ser

repetidas

6.3.4 Metodologia estadistica

El analisis exploratorio de los datos se realiz6 mediante la construccion de tablas
resumen para calcular medidas de ocurrencia y de asociacion especificas tanto
para Mamaglobina y CK19 por RT-PCR para esto se utilizé la prueba exacta de

Fisher (89-91) con un nivel de significancia p<0.05.

Se estimaron los indices de validez diagnéstica: sensibilidad (S), especificidad (E),
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN). Cada valor se
determino con un nivel de confianza del 95%. Este andlisis se realizo tanto para
Mamaglobina por RT-PCR como para CK19 por RT-PCR tomando como prueba
Gold estandar H&E y la combinacion H&E+IHQ (92,93)

El andlisis de supervivencia se hizo para Mamaglobina y CK19 por gPCR y RT-
PCR, H&E y la combinacion H&E+IHQ utilizando el estimador de Kaplan- Meier,
para evaluar diferencias entre las curvas de supervivencia observada se utilizo el
test de Log-Rank (94-96) El andlisis estadistico fue realizado en el software
STATA 12.0(97)
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7. RESULTADOS

7.1 Descripcion de la poblacion

Los 301 ganglios centinelas se obtuvieron a partir de pacientes entre 57+12 afios;
donde el 16.7% (50/301) fueron positivos para Mamaglobina, de las cuales el
38%(19/50) fueron mayores de 60 afios, el 16%(8/50) presentaron antecedentes
familiares de cancer de mama, el 14% (7/50) tenian antecedentes oncoldgicos, el
30% (15/50) eran GOPO positivas, donde el 98% (49/50) la cirugia corresponde a
profilaxis y solo el 2% presentaron antecedentes genéticos. En este rango etario el
32.4%(12/37) fueron positivas CK19, de los cuales el 13.5%(5/37) presentaron
antecedentes familiares de céncer de mama, el 24.3% (9/37) presentaban
antecedentes oncoldgicos, el 27% (10/37) fueron GOPO positivas, donde el 97.5%
(1/37) la cirugia corresponde a profilaxis, sin antecedentes genéticos. No se
identific6 asociacién entre las caracteristicas y la respuesta la expresion de
Mamaglobina y CK19 (Tabla 11)

Tabla 11. Antecedes patoldgicos de los pacientes del estudio.

Mamaglobina CK19
o Si No Si No

Caracteristica  (n=50)  (n=251) p | (0=87) (n=264)

n % N % n % n %
Edad (afios)
<30 0 0 3 1.2 1 27 2 038
[31-40] 7 14 16 6.4 6 16.2 17 6.4
[41-50] 10 20 57 227 0.46 8 216 59 223 0.17
[51-60] 14 28 72 287 10 27 76 288
>60 19 38 103 41 12 32.4 110 417
A. familiares
Mama 8 16 68 27.1 5 135 71 26.9
0. Oncologicos 7 14 40 159 0.20 9 243 38 144 0.11
No 35 70 143 57 23 62.2 155 58.7
A. personales
Mama 1 2 16 64 1 27 16 6.1
O. oncolégicos 2 4 15 6 0.50 1 27 16 6.1 0.76
No 47 94 220 87.6 35 94.6 232 87.9
A. genésicos
GOPO 15 30 49 195 013 10 27 54 205 0.39
Otros 35 70 202 805 27 73 210 79.5
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Profilactica

Si 49 98 250 99.6 36 97.3 263 99.6

No 1 2 1 04 0.31 1 27 1 04 0.23
BRCA

Si 1 2 0 0 0 0 1 04

No 2 4 3 1.2 0.06 0 0 5 19 100
Sin dato 47 94 248 98.8 37 100 258 97.7

En la tabla 11, n: Frecuencia absoluta, %: Frecuencia relativa (%), p: Valor p del test exacto de Fisher; A. corresponde a
antecedentes y O. a otros.

7.2 Ganglio linfatico

Del 54%(27/50) de los ganglios centinelas positivos para Mamaglobina, se
observdé metéastasis >2.1mm en el 38.2%(13/50), y donde el 66% (33/50) de las
participantes se les realizd linfadenectomia; obteniendo ganglios linfaticos
resecados entre 4-9 en el 44%(22/50) de las pacientes. En contraste el
54%(20/37) de las pacientes positivas para CK19, el 40% (10/37), presentaron
metastasis en el ganglio centinela >2.1mm y donde el 64.9% (24/37) se les realiz6
linfadenectomia; obteniendo ganglios linfaticos resecados entre 4-9 en el
43.2%(16/37) de las pacientes. Se observd asociacion estadisticamente
significativa (p<0.01) entre las pacientes positivas para Mamaglobina y CK19, y las

variables descritas anteriormente (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristica del Ganglio linfatico.

Mamaglobina CK19

n % n % P n % n %
Afectacién ganglionar
Si 27 54 20 8 20 54.1 27 10.2
No 22 44 231 92 <0.01|17 459 236 894 <0.01
Sin dato 1 2 0 0 0 0 1 0.4
Tamafio Metastasis
<2mm 18 52.9 21 84 12 48 27 79.4
>2.1mm 13 38.2 4 16 0.04 | 10 40 7 20.6 0.01
CTA 3 8.8 0 0 3 12 0 0
Linfadenectomia
Si 33 66 26 10.4 24 64.9 35 13.3
No 17 34 225 896 001|153 351 229 ge7 <001
Ganglios LFD
0 17 34 225 89.6 13 35.1 229 86.7
1-3 8 16 8 3.2 6 16.2 10 3.8
4-9 22 aa 18 72 0045 u32 24 g1 001
10-15 3 6 0 0 2 54 1 0.4

En la tabla 12, n: Frecuencia absoluta, %: Frecuencia relativa (%), p: Valor p del test exacto de Fisher; LFD: ganglios
linfaticos resecados totales de la linfadenectomia
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7.3 Caracteristicas clinicas

A nivel histolégico se observo que el 80% (40/50) ganglios centinelas presentaron
carcinoma ductal, el 76 % (38/50) correspondieron a tumores entre 0.1y 0.2 cm, y
el 50% (25/50) estuvieron en estadio IIA. Respecto a los positivos para CK19, el
83.2% 78.4 % (29/37)

correspondieron a tumores entre 0.1y 0.2 cm, y el 45.9% (17/37) se encontraban

(31/37) presentaron carcinoma ductal, donde el

en estadio IIA. Se observo asociacion estadisticamente significativa (p<0.01) entre
las expresion de Mamaglobina y CK19, y el estadiaje tumoral (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas clinicas.

Mamaglobina CK19
Caracteristica Si No Si No

(n=50) (n=251) p (n=37) (n=264) p

n % n % n % n %
Histologia-WHO
Ductal 40 80 166 66.1 31 83.8 175 66.3
Lobulillar 8 16 58 231 4 10.8 62 235
Medular 0 0 8 3.2 0 0 8 3
Mucinoso 1 2 9 3.6 0.58 0 0 10 38 0.22
Adenoide quistico 0 0 1 04 0 0 1 04
Mixtos 1 2 9 3.6 2 54 8 3
Tamarfo tumoral
(cm)
0.1-2 38 76 211 85.8 29 78.4 220 84.9
21-3 11 22 33 134 7 189 37 143
31-5 1 2 o o 998 |4 57 o o 013
51-10 0 0 2 08 0 0 2 08
TNM
T1INOMO 15 30 206 82.1 14 37.8 207 78.4
TINIMO 23 46 12 4.8 17 459 18 6.8
T1IN2MO 1 2 2 0.8 0 0 3 11
T2NOMO > 4 25 10 0015 g 27 102 <001
T2N1IMO 9 18 5 2 6 16.2 8 3
T2N2MO 0 0 1 0.4 0 0 1 04
Estadio
| 16 32 201 80.1 14 37.8 203 76.9
A 25 50 36 14.3 17 459 44 16.7
11B 8 16 4 1.6 <0.01 6 16.2 6 2.3 <0.01
1A 1 2 4 1.6 0 0 5 19
0 0 0 6 24 0 0 6 2.3

En la tabla 13, n: Frecuencia absoluta, %: Frecuencia relativa (%), p: Valor p del test exacto de Fisher

7.4 Caracteristicas inmunohistoquimicos y patoldgicas
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De los ganglios positivos para mamaglobina el 74% (37/50) expresaron receptores
de estrégenos, el 72%(36/50) receptores de progesterona, el marcador Ki-67<5%
se presento en el 50%(25/50), el 82% (41/50) fueron negativos para HER2, 56%(
28/50) fueron positivas por H&E, 18% (9/50) positivas por IHQ, y 74%(37/50) lo
fueron para H&E+IHQ. De los SNL positivas para CK19, el 70.3% (26/37)
expresaron receptores de estrogenos, y el 73%(27/37) receptores de
progesterona, donde el 51.4% ( 19/37) presentaron el marcador Ki-67<14% , el
86.5% (32/37) fueron negativos para HER2, 54.1%( 20/37) fueron positivas por
H&E, 21.6% (8/37) positivas por IHQ, y 75.7%(28/37) lo fueron para H&E+IHQ. Se
observd asociacion estadisticamente significativa entre pacientes positivas para
Mamaglobina y CK19; y los marcadores H&E, IHQ y H&E+IHQ (Tabla 14)

Tabla 14. Caracteristicas inmunohistoquimicos y patolégicas.

Mamaglobina CK19

Caracteristica Si No Si No

(n=50) (n=251) p (n=37) (n=264) P

n % N % n % n %
REstrogenos
Positivo 37 74 209 83.3 26 70.3 220 83.3
Negativo 13 26 39 155 0.19 |11 29.7 41 155 0.11
Sin dato 0 0 3 1.2 0 0 3 11
Progesteréna
Positivo 36 72 189 75.3 27 73 198 75
Negativo 14 28 59 235 076 |10 27 63 239 0.79
Sin dato 0 0 3 1.2 0 0 3 11
Ki 67
<14 25 50 100 39.8 19 514 106 40.2
15-50 14 28 114 454 0.08 10 27 118 44.7 0.16
>51 11 22 34 135 ' 8 216 37 14 '
Sin dato 0 0 3 1.2 0 0 3 11
HER?2
Positivo 9 18 28 11.2 5 135 32 121
Negativo 41 82 220 87.6 0.33 |32 86.5 229 86.7 0.86
Sin dato 0 0 3 1.2 0 0 3 11
H&E
Positiva 28 56 19 7.6 20 541 27 10.2
Negativa 22 a4 232 924 001117 459 237 gog <001
IHQ
Positiva 9 18 2 0.8 8 21.6 3 11
Negativa 12 24 230 91.6 <0.01 9 243 233 88.3 <0.01
No realizada 29 58 19 7.6 20 541 28 10.6
H&E+IHQ
Positiva 37 74 21 8.4 28 757 30 114
Negativa 13 26 230 916 00| o 243 234 sgp “OU?

En la tabla 13, n: Frecuencia absoluta, %: Frecuencia relativa (%), p: Valor p del test exacto de Fisher.
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7.5 Capacidad predictiva de Mamaglobina, Citoqueratina 19 y de CK19 mas
Mamaglobina

Se comparo la prevalencia de las pacientes diagnosticadas como positivas entre
Mamaglobina por PCR y H&E (p=0.89), Mamaglobina por PCR y H&E+IHQ
(p=0.72) en ningun caso se encontro diferencias significativas. Para CK19 por
PCR tampoco se evidenci6 diferencias con H&E (p=0.66) y H&E+IHQ (p=0.37)
respectivamente (ver Figura 16).

Figura 16. Prevalencia de diagndstico positivo segun test.
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En la tabla 15 se muestran las tablas de contingencia de los test H&E, IHQ y

H&E+IHQ comparados con los test Mamaglobina RT-PCR, Citoqueratina 19 RT-
PCRy qPCR.

Tabla 15. Relacion entre H&E y IHQ y RT-PCR.

a. Relacion H&E Vs Mamaglobina b.Relacion H&E Vs Citoqueratina
Mamaglobina | Mamaglobina CK19 CK19 Total
+) ) Total +) 0 ota
H&E (+) 28(9.30%) 19(6.31%) | 47(15.61%) H&E (+) 20(6.64%) 27(8.97%) | 47(15.61%)
H‘(g_‘)E 22(7.31%) | 232(77.08%) 254(8;"39% Hf‘)E 17(5.65%) | 237(78.74%) | 254(84.39%)
Total 50(16.61%) | 251(83.39%) | 301(100%) Total 37(12.29%) | 264(87.71%) | 301(100%)
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c. Relacion H&E+IHQ Vs Mamaglobina

d. Relacién H&E+IHQ Vs Citokeratinal9

Mamaglobina | Mamaglobina CK19 CK19
Total Total

(+) ) (+) ()
H&EJ')'HQ(J' 37(12.29%) 21(6.98%) | 58(19.27%) H&EJ')'HQ(J' 28(9.30%) 30(9.47%) | 58(19.27%)
0, 0,
H&E+HHQE) | 13(4.32%) | 230(76.41%) 243(8;"7“’ HEE+HHQE) |  9(2.99%) | 234(77.74%) 243(8;"73/"
Total 50(16.61%) | 251(83.39%) | 301(100%) Total 37(12.29%) | 264(87.71%) | 301(100%)

e. Relacién H&E Vs Mamaglobina+CK-

f. Relacion H&E+IHQ Vs Mamaglonia+CK-

19 19
RT-g)CR RT-(I?)CR Total RT-(E;)R RT.(SCR ol

H&E (+) 29(9.63%) 18(5.98%) 47(15;-61% H&'?:)'HQ 40(13.29%) 18(5.98%) | 58(19.27%)

Hff)E 27(8.97%) 227(75.42%) 254(()/80;1.39 H&E+IHQ (1) | 16(5.32%) 227(75.42%) 243(()/3(3);).73

o 26(18.6%) 245(81.4%) | 301(100%) Total 56(18.6%) 245(81.4%) | 301(100%)

La sensibilidad estd dada por los falsos negativos, y representa la proporcion de
personas con el evento, correctamente identificadas, con respecto al total de
personas. Los resultados en la muestra total muestran una sensibilidad moderada
con la Mamaglobina (59.57%) y CK19 (42.55%), sin embargo la combinacion de
ambas aumento la sensibilidad en un promedio de 20% siendo para
Mamaglobina+CK19 (61.7%) (Ver tabla 16). Teniendo como patrén de referencia
la combinacién H&E+IHQ se encontr6 una sensibilidad mayor en Mamaglobina
(63.79%), CK19 (48.28%%) y Mamaglobina+CK19 (68.97%) respectivamente (ver

tabla 17).

Por otro lado, la especificidad esta dada por los falsos positivos, indica el potencial
de la prueba para detectar, correctamente, a las personas sin el evento. Los
resultados de la muestra total teniendo como referencia H&E se obtuvo un
(91.34%) de especificidad para Mamaglobina, de (93.31%) para CK19 y de
(89.37%) para Mamaglobina+CK19 (ver tabla 16). En cambio cuando el patron de
referencia fue H&E+IHQ se encontraron valores de especificidad que para
Mamaglobina por PCR el area fue 0.754, con un intervalo de confianza de (0.681-
individuo seleccionado

0.827) que no contiene al 0.5, indicando que un

aleatoriamente del grupo de enfermos tiene un valor de la prueba mayor que uno
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seleccionado aleatoriamente del grupo de sanos en el 75.4% de las veces (ver
tabla 16 y Figura 17a), mientras que en CK19 se obtuvo un area de 0.679 y un
intervalo de (0.606-0.752) (ver tabla 16 y Figura 17b); finalmente para
Mamaglobina+CK-19 el area fue 0.755 con un intervalo de (0.682-0.828) (ver
tabla 16 y Figura 17c).

Ahora bien, utilizando como patrén de referencia la combinacién H&E+IHQ se
obtuvo para Mamaglobina por PCR un area de 0.792 e intervalo (0.728-0.856)
siendo significativamente diferente a 0.5 y mas proximo a 1 (ver tabla 17 y Figura
17d); un comportamiento similar se encontr6 en CK19 por PCR con un area de
0.723 e intervalo (0.656 - 0.788) (ver tabla 17 y Figura 17e); por ultimo en RT-
PCR se obtuvo un area de 0.812 y un intervalo de (0.749 - 0.973) (ver tabla 17 y
Figura 17f).

El valor predictivo positivo es la probabilidad de que el resultado positivo de un test
efectivamente signifique que el evento este presente, siendo para Mamaglobina
(56%), CK19 (54.05%) y Mamaglobina+CK19 (51.79%) teniendo como patron de
referencia H&E (ver tabla 16); cuando el patron de referencia fue H&E+IHQ el
valor predictivo positivo aumento en promedio un 20% siendo en Mamaglobina
(74%), CK-19 (75.68%) y Mamaglobina+CK19 (71.43%) (Ver tabla 17).

En conclusion tanto Mamaglobina, CK19 y Mamaglobina+CK19 mostraron valores
de sensibilidad y especificidad similares aunque mayores cuando el patron de
referencia fue la combinacion Mamaglobina+CK19. Por otra parte los resultados
del analisis de curva ROC mostraron mediante la estimacion del intervalo de
confianza para el area que tanto Mamaglobina, CK19 y Mamaglobina+CK19,
tuvieron la capacidad para distinguir entre el grupo de pacientes con y sin el
evento evidenciando un aumento cuando el patron de referencia que fue para la

H&E+IHQ con respecto al patréon de referencia inicial H&E (ver tabla 17).
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Tabla 16. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de Mamaglobina, CK19

y Mamaglobina+CK19 segun H&E.

H&E
Indicador Mamaglobina CK19 .

PCR PCR Mamagloina+CK19
Prueba diagnéstica
Sensibilidad (%) 59.57 42.55 61.7
Especificidad (%) 91.34 93.31 89.37
Valor predictivo positivo (%) 56 54.05 51.79
Valor predictivo negativo
(%) 92.43 89.77 92.65
Curva ROC
Area 0.754 0.679 0.755
Error estandar 0.0372 0.0373 0.037
I.C. 95% [0.681 - 0.827] [0.606 - 0.752] [0.682 - 0.828]

I.C 95%: Intervalo al 95% de confianza.

Tabla 17. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos

Mamoglobina+CK19 segun H&E.

de CK19 vy

H&E+IHQ
Indicador Mamaglobina CK19 :

PCR PCR Mamaglobina+CK19
Prueba diagnéstica
Sensibilidad (%) 63.79 48.28 68.97
Especificidad (%) 94.65 96.3 93.42
Valor predictivo positivo
(%) 74 75.68 71.43
Valor predictivo negativo
(%) 91.63 88.64 92.65
Curva ROC
Area 0.792 0.723 0.812
Error estandar 0.032 0.034 0.032
1.C. 95% [0.728 - 0.856] [0.656 - 0.788] [0.749 - 0.973]

I.C 95%: Intervalo al 95% de confianza.
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a.  Mamaglobina con patrén de
referencia H&E.

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC = 0.7546

T
1.00

b. Citoqueratina 19 con patron de
referencia H&E.

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Especificidad

Area bajo la curva ROC = 0.6793

c. Mamaglobina+CK19 con patrén

de referencia H&E.

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC curve =0.7554

T
1.00

d. Mamaglobina con patron de
referencia H&E+IHQ.

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC = 0.7922

e. Citoqueratina 19 con patron de

referencia H&E+IH.

) 4

T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC = 0.7229

T
1.00

. Mamaglobina+CK19 con patrén
de referencia H&E+IHQ.

T T T T T
0.00 0.25 050 0.75 1.00
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC = 0.8119

Figura 16. Curvas ROC segun prueba diagnéstica de referencia. La estimacion

del intervalo de confianza para el area que tanto Mamaglobina por PCR, CK19 y
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Mamaglobina+CK19 tuvieron la capacidad para distinguir entre el grupo de
pacientes con y sin el evento evidenciando un aumento cuando el patron de
referencia que fue para la H&E+IHQ con respecto al patrén de referencia inicial
H&E.

7.6 Resultados anélisis de supervivencia

Los resultados del andlisis de supervivencia mostraron que no hubo diferencia
entre las curvas de supervivencia de acuerdo al resultado del test (positivo y
negativo), sin embargo al cabo de 5 afos las diferencias fueron notorias en H&E
(73.9% Vs 89.9%), H&E+IHQ (74.3% Vs 89.9%) y Mamaglobina (78.2% Vs 89.9) .
Se concluye que tanto el resultado del test como cada uno de los test no fueron

factores prondsticos en términos de supervivencia (ver tabla 19 y figura 17 y 18).
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Tabla 19. Supervivencia observada segun prueba diagnostica.

1 afio 2 afos 3 afos 4 afios 5 afios 6 afios
Test Sup Sup Sup Sup Sup p
Sup (%) 1.C95% (%) I.C 95% (%) I.C 95% (%) I.C 95% (%) 1.C 95% (%) I.C 95%

H&E
Positivo 100.0 - 100.0 - 97.1 [81.4-99.6] |88.7 [67.6-96.4] |73.9 [34.0-91.9]| - - 0.751
Negativo 98.3 [95.6-99.4] | 95.5 [91.8-97.6] | 92.0 [87.5-95.0] [89.9 [84.7-93.5] [89.9 [84.7-93.5]|89.9 [84.7-93.5]
H&E+IHQ
Positivo 98.1 [87.1-99.7] | 98.1 [87.1-99.7] | 95.9 [84.5-98.9] |89.1 [72.12-96.0] |74.3 [34.7-91.9]| - - 0.739
Negativo 98.7 [96.0-99.5] | 95.7 [91.9-97.7]|92.1 [87.4-95.1] |89.8 [84.4-93.5] |89.9 [84.4-93.5]|89.9 [84.2-93.1]
Mamaglobina
Positivo 97.9 [86.1-99.7] | 97.9 [86.1-99.7] | 95.7 [84.0-98.9] |89.3 [72.8-96.1] |78.2 [45.4-92.6]| - - 0.787
Negativo 98.7 [96.1-99.6] | 95.8 [92.0-97.8] | 92.1 [87.4-95.1] [89.9 [84.5-93.5] [89.9 [84.5-93.5]|89.9 [84.5-93.5]
CK19
Positivo 99.6 [81.9-99.6] | 99.6 [81.9-99.6] | 98.5 [79-98.5] |98.5 [79-98.5] - - - - 0.470
Negativo 99.6 [96.3-99.6] | 97.9 [92.4-97.9] | 95.4 [88.1-95.4] |92.9 [83.6-92.9] 92 [81.2-92] | 92  [81.2-92] '
Mamaglobina+CK19
Positivo 99.7 [87.6-99.7]| 99.7 [87.6-99.7] | 99  [85.7-99] |96.5 [75.5-96.5] |93.4 [49.9-93.4]| - - 0.983
Negativo 99.6 [96-99.6] | 97.7 [91.8-97.7] |94.9 [87-94.9] |93.3 [84.1-93.3] |93.3 [84.1-93.3]| 93.3 [84.1-93.3]

Sup (%): Supervivencia observada (%).
I.C 95%: Intervalo de confianza de la supervivencia observada.
p: Valor del test de log-Rank para ver diferencias en la supervivencia segun resultado del test.
-: Supervivencia no estimada.
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Figura 17. Supervivencia observada segun prueba diagnostica de referencia
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Figura 18. Supervivencia observada resultado positivo segun prueba diagndstica

de referencia.
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8. DISCUSION

El cancer de mama es una enfermedad sistémica que genera una gran
problematica sanitaria, social y econOomica, puesto que es la neoplasia
diagnosticada con mas frecuencia en las mujeres occidentales. En la distribucion
etaria de dicha enfermedad en el estudio, se pueden observar dos subgrupos que
presentan la maxima frecuencia. Los grupos descritos son entre 45 y 55 afios y
entre 65 y 75 afios. Esta organizacion bimodal de la incidencia del cancer de
mama ya ha sido descrita por otros autores, como es el caso de Jatoi I. y col
(98),en cuyo articulo se definen dos tipos de cancer de mama en relacion con la
edad debido fundamentalmente a las diferentes caracteristicas tumorales. En esta
publicacién se afirma que la maxima frecuencia de la neoplasia mamaria, se
produce en dos picos; el primero de ellos a los 50 afios, siendo tumores altamente
agresivos y el segundo grupo, a los 70 afios, con cancer de bajo riesgo. Los
estudios moleculares permiten proveer de mayor conocimiento, en cuanto a la

diferenciacion de las células tumorales, en estos dos subtipos de cancer de mama.

Los antecedentes familiares de la paciente es un dato de gran importancia en el
momento de realizar la anamnesis de la historia clinica, debido fundamentalmente,
a que aquellas mujeres con casos de cancer de mama en familiares de primer y
segundo grado tiene un riesgo incrementado de padecer dicha enfermedad. En
estudios realizados en centros con datos de tumores hereditarios se ha observado
que el 73% de los mismos se regian por un patron genético, mientras que el 26%
se debia a factores ambientales (99). En la muestra del trabajo se describe que un
29.5% de las pacientes presentaban antecedentes familiares oncolégicos, siendo
mas comun el de origen mamario y posterior a otra estirpe, bien sea colon, ovario
o0 melanoma. En cuanto a los antecedentes personales de las pacientes objeto de
estudio, la mayoria de ellas no presento ningun dato de interés, en contraposicion

con 3 casos de patologia oncolégica previa (100).

Es claro que el estado de los ganglios linfaticos es el indicador prondstico mas
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importante en el cancer de mama y afecta directamente al manejo clinico de las
pacientes tradicionalmente por su estadiaje, lo que lleva a realizar una
linfadenectomia axilar completa que produce una elevada morbilidad a mediano y
largo plazo. Sin embargo, en tumores tempranos de hasta 3 cm, no existen
metéstasis linfaticas en el 68%-97% de las pacientes. La cirugia radioguiada del
ganglio centinela permite analizar el primer ganglio linfatico que recibe el drenaje
tumoral y si es negativo, evita la linfadenectomia, teniendo en cuenta estas
ventajas del procedimiento, nosotros quisimos desarrollar una metodologia
molecular que permita el diagnostico preciso de las metastasis a este ganglio
centinela y que pueda ser utilizada en el mismo acto quirdrgico, evitando re

intervenciones.

En todos nuestros casos se realizd estudio intraoperatorio (congelacién), ademas
de impronta y estudio molecular, para que sean comparables los test y los
resultados que presentamos en el documento y poder realizar las curvas ROC
(101)(83).

Actualmente son aceptables hasta 3 ganglios centinela, aunque se recomienda

limitar su nimero a 2, en nuestra serie se cumplio este criterio (102).

El objeto de tener un diagnostico preoperatorio mas fidedigno y certero es con el
fin de realizar cirugias menos agresivas y de este modo disminuir la morbilidad tan
elevada que generan los tratamientos radicales de la mama. En esta serie de
pacientes existe un predominio de la cirugia conservadora, lo que refleja una baja
morbilidad. En todos los casos se realizo la técnica intraoperatoria del ganglio

centinela, llevando a linfadenectomia axilar el 19.27% de las pacientes.

La biopsia selectiva del ganglio centinela es una técnica diagnostica
multidisciplinaria, precisa la colaboracion de diferentes especialidades medicas y
quirurgicas. Tradicionalmente ha sido precisa una validacion de dicha técnica, la

cual actualmente es aconsejable sustituirla por un proceso de aprendizaje
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supervisado en el contexto de un grupo con experiencia segun la Sociedad
Espafiola de Senologia y Patologia mamaria (103). Este aprendizajes debe ser
realizado con grupos que hayan hecho mas de 300 casos de biopsias selectivas
de ganglio centinela en fase de aplicacion clinica con parametros de validacion
definidos en los consensos previos asi: 95% de tasa de identificacion del o de los
ganglios centinela, tasa de falsos negativos del 5% o menos. El objetivo del
aprendizaje tutelado debe alcanzar unos estandares en indicadores de calidad

relacionados con el procedimiento.

Los ganglios linfaticos evaluados de nuestras pacientes se estudiaron en su
totalidad con las técnicas convencionales, pero se fragmentd para el estudio
molecular por RT-PCR, se determiné un diagnéstico intraoperatorio con impronta y
la coloracion de Hematoxilina y Eosina, con posterior estudio de
inmunohistoquimica con la Citoqueratina AE1/AE3, uno de los fragmentos del
ganglio linfatico fue determinado para estudio molecular puesto que este estudio
es de investigacion y pretende demostrar que la técnica molecular es una buena
opcién diagnéstica y que permite observar una sensibilidad, especificidad, VPP y
VPN, comparables con la H&E y la H&E+IHQ pero que las logra superar al no ser
patologo experto dependiente, logrando estudiar todo el ganglio en la practica
clinica y evitando re intervenciones. Cualquier método histoldgico tiene una serie
de limitaciones y entre ellas es el sesgo por lo que se recomienda que la biopsia
congelada sea valorada por varios patélogos para eliminar la subjetividad de los
resultados, pero es de dificil implementacion por el tiempo quirdrgico de espera y

por el tamafio de los fragmentos del ganglio centinela extraido (104-106).

El estudio histolégico intraoperatorio (congelacion) consiste en secciones a
distintos niveles que permiten detectar, metastasis de mas de 2 mm, lo cual se

realizd en nuestra serie de pacientes (107).

Esta evaluacion no permite el estudio del ganglio centinela en su totalidad, por lo

gue debe completarse con el estudio diferido del ganglio centinela restante en el

76



Doctorado en Ciencias Biomédicas

laboratorio de patologia. En estos casos, el diagnostico definitivo, postoperatorio,
debe incluir, al menos, secciones cada 200 micras del tejido restante(107).

El estudio histolégico postoperatorio suele remitirse entre 3 y 5 dias después de la
intervencién quirargica. La espera del diagnostico definitivo puede causar
ansiedad a la paciente. El diagnéstico definitivo, diferido, puede dar lugar a una
segunda intervencion cuando esté indicada una linfadenectomia axilar. La
segunda intervencion puede tener mayor dificultad técnica y mayor riesgo de
complicaciones que la primera, al tratarse de un territorio ya manipulado por la

cirugia previa (31)(90).

El primer método de estudio intraoperatorio del ganglio centinela fue mediante
citologia. Los resultados de esta técnica varian en funcion del grado de seccién
del ganglio linfatico a estudiar y de la técnica empleada para la realizacion de la
citologia (H&E, Papanicolaou o Giemsa), sin olvidar que es una prueba operador
dependiente. Por consiguiente la sensibilidad de la citologia para la deteccién de
metastasis a nivel del ganglio centinela se va a encontrar modificada en funcion de
la tincion utilizada para su realizacion, por lo tanto en caso de empleo de Giemsa,
la sensibilidad varia de 33% a 81.1%(108,109), con el Papanicolaou 62% al 91%
(104,110,111), mientras que con la H&E se encuentra entre 41% y 96% (95). La
sensibilidad de la citologia con Giemsa puede ser inferior que si se utiliza la tincién
de Papanicolaou o Hematoxilina y eosina, especialmente para la deteccién de

micrometastasis.

En el afio 2009, Fujishima M y cols (112) presentaron una comparacion entre el
estudio citolégico intraoperatorio mediante tincién de Papanicolaou y su asociacion
con la técnica de inmunohistoquimica. Se observa una variacion de los valores de
sensibilidad importantes. Mientras que el porcentaje de sensibilidad con la
preparacion de Papanicolaou exclusivamente es del 30%, puede ascender hasta
un 79% si se asocia a otro método. La especificidad es similar en ambos casos

con cifras elevadas 99% si se tifie solo con Papanicolaou y 98% si se afiade la
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inmunohistoquimica.

El intento de mejorar el diagndstico de metastasis en el ganglio centinela de
manera intraoperatoria lleva consigo el gran auge de estudios recientes sobre
dicho tema. En Londres, Hamidian Jahromi A y cols, realizaron un estudio
retrospectivo en 74 pacientes, con 146 ganglios linfaticos. Se realizo citologia con
H&E intraoperatoria en todos los casos, alcanzandose una sensibilidad del 60% y
una especificidad del 99,2% en la deteccion de metastasis en el ganglio estudiado
(105) . En otro trabajo publicado se comparo la citologia intraoperatoria del ganglio
centinela en dos unidades mamarias del Reino Unido, alcanzando un mayor
tamafio muestra de 166 pacientes, se observa como la sensibilidad de dicha
prueba es del 61.7%, mejorando la misma a medida que se realizan secciones
para estudio mas pequefas y si se emplean métodos de inmunohistoquimica ultra
rapida (113).

Para intentar establecer una resolucion y alcanzar un adecuado diagndstico de las
micrometastasis en el ganglio centinela del cancer de mama y de este modo
mejorar la calidad de vida y la supervivencia libre de enfermedad se ha introducido
la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). EI manejo
molecular mediante qPCR intraoperatorio permite minimizar y estandarizar la
evaluacion histolégica del ganglio centinela, evitando la dependencia inter e
intraobservador del estudio citologico intraoperatorio. Tafe L. J y cols (114)(98)
presentan un articulo basado en el estudio de la expresion del RNA empleando
como marcadores génicos: Mamaglobina, Citoqueratina 19 y Porfobilinbgeno
Desaminasa. En dicho estudio se recoge un tamafio muestral de 59 pacientes,
obteniendo una sensibilidad para la RT-PCR de 88.9% y una especificidad del
93.5%.

En el afio 2008 se publicé un articulo de Julian T.B y col (106), presentando un
modelo de test molecular para el estudio intraoperatorio de ganglios centinela de

pacientes con cancer de mama precoz. La validacion de la técnica permitio
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extrapolar el valor de sensibilidad de un 87.6% y de especificidad de un 94.2%
para dicha técnica. En nuestro trabajo la capacidad de detectar un caso de ganglio
centinela sin metastasis y que sera realmente un ganglio linfatico negativo es de
un 92.65%.

En Bélgica, Martin Martinez | y col (115) publicaron un trabajo sobre la
comparacion de la técnica molecular RT-PCR con los estudios histopatolégicos
(H&E+IHQ) para establecer la comparacion de la deteccion de metastasis en el
ganglio centinela de forma intraoperatoria. La sensibilidad obtenida fue de un 92%

con 97% de especificidad.

Recientemente la biopsia 6ptica consigue una amplificacibn genética segura y
rapida (30 minutos) que la morfolégica en la deteccion de metastasis en el ganglio
centinela. Este método se denomina técnica OSNA ( One Step Nucleic Acid
Amplification), con amplificacion isotérmica RT-LAMP ( Reverse Transcriptase
Loopmediated Isothermal Amplification). EI método OSNA consiste en la
amplificacion de genes (Citoqueratina 19) a tiempo real del RNA mensajero
(RNAm). Para determinar la sensibilidad y especificidad de OSNA basado en la
expresion de RNAm de la CK19 se compara el estudio histolégico, obteniendo
como resultado valores de sensibilidad entre 87.5% y 98.1% y especificidad de
90.8% y 94.3%(116-118)

Por ello los métodos histoldgicos tienen un rango de sensibilidad que puede variar
desde el 55% al 91% en las secciones congeladas y de 30 a 96% en los estudios
citolégicos, esto hace sospechar que se encuentran en una segunda posicion en
el diagnéstico intraoperatorio puesto que la sensibilidad de las técnicas de biologia
molecular son elevadas sin la gran variabilidad del rango acontecida en los

procedimientos anatomopatologicos(115).

Nuestra investigacion permite corroborar que la técnica molecular por reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR y gPCR) es segura, con sensibilidad,
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especificidad, VPP y VPN comparables con la técnicas convencionales, teniendo
en cuenta que no se estudio todo el ganglio linfatico con la técnica molecular,
nosotros obtuvimos una sensibilidad de 68.9%, especificidad del 93.42%, VPP del
71.43 % y VPN del 92.65 %. Nuestra sensibilidad del 68.9% pudo ser afectada
por el subtipo histolégico tumoral que no expresara CK19, por variables al obtener
el fragmento aleatoriamente negativo para las células tumorales metastasicas

dentro del tejido congelado o por variables en el disefio del cebador para la PCR.

En la actualidad la técnica molecular llamada one step nucleic amplification (OSNA
de SysmexTM) es considerada el procedimiento de eleccién para el estudio
patolégico del ganglio centinela y que segun nuestra tesis apoyaria su
recomendacion en nuestro medio, resultando en una mayor eficiencia al sistema
de salud. Aunque la mayor barrera para los anatomopatélogos convencionales es
el no tener material para posterior estudio, lo cual no seria necesario segun la

evidencia presentada (119-121)

La técnica molecular realizada por nosotros fue divida en dos procedimientos uno
cualitativo y otro cuantitativo basado en el analisis por amplificacion de ARNm de
la CK19 y Mamaglobina, con puntos de corte bien definidos para evitar los
resultados falsos positivos y falsos negativos y que permitieron distinguir el
tamafio de las metastasis en los casos donde utilizamos gPCR con la combinacion

de los dos genes CK19 y Mamaglobina. (112)

La técnica molecular OSNA es un procedimiento cualitativo y cuantitativo
altamente especifico, basado en el analisis por amplificacion de ARNm de la
CK19, con puntos de corte bien definidos y que también permite distinguir el
tamafo de las metastasis, lo cual es comparable con los resultados de esta

investigacion.

Es de anotar que si comparamos la sensibilidad y especificidad de la CK19 sola
frente a la Mamaglobina, la Mamaglobina en nuestro estudio supera a la CK19 en
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el diagnostico positivo segun el test asi: CK19 12.29 % vs Mamaglobina 16.61% y
combinados los dos genes tenemos 18.6%, superando a la Hematoxilina y eosina
sola 15.61% y siendo comparable con la H&E+IHQ con un 19.27%. (119,120,122)

En los estudios moleculares se ha visto que el nivel de expresion del ARNm de la
CK19 se correlaciona con el volumen de la metéstasis, eso lo podemos evidenciar
en nuestro trabajo igualmente con la CK19 y Mamaglobina (122).

El tiempo necesario para el diagndstico con el RD-100i/OSNA TM oscila alrededor
de 30 min en funcién del nUmero de ganglios estudiados, en nuestro estudio el
tiempo oscina con gPCR (GeneSearch TM Breast Lymph Node Veridex) entre 20 y
30 minutos, considerando que estudiamos dos genes a diferencia de OSNA que
estudia solo la CK19 (123).

Todos nuestros casos tuvieron impronta antes de ser fraccionados para el estudio
molecular, lo cual es recomendado especialmente para evitar las contaminaciones
y correlacionar con el resultado final, evitando asi falsos negativos cuando se
utiliza una técnica molecular, esto permite evidenciar que la observacion
microscépica y correlacion citolégica es la base de la patologia molecular.
(123,124)

Algunos recomiendan la técnica molecular como primera opcion de estudio
patoldgico y si no se cuenta con ella es aceptable el estudio por congelacion del
ganglio linfatico, esto se aplica cada vez mas en centros especializados para
cancer de mama en Espafia y podria en el futuro estar en un centro como la

Fundacioén Valle del Lili en Colombia.

Fujishima y colaboradores (112)(96) concluyen que la biopsia intraoperatoria debe
realizarse por patélogos experimentados, como expresan las publicaciones y

siempre que sea posible dentro del hospital realizando la asociacion entre H&E e
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IHQ. En este estudio se habla de los falsos positivos por IHQ donde se

recomienda ser interpretada con precaucién evitando diagnosticos erréneos.

Teniendo en cuenta que del 60 al 70% de las pacientes en estadios tempranos no

tienen afectacién ganglionar, nosotros en nuestra serie encontramos un 80.73 %

de las paciente negativas al estudiar los ganglios centinela, esto efectivamente

impacta en la sobrevida y recidiva de este grupo de pacientes (125).

La Unidad de Mama de cada hospital debe proveer la calidad del ARNm del tejido

ganglionar y optimizar el tiempo de respuesta por el laboratorio de patologia

molecular cuando se instaura este tipo de metodologias diagnosticas.

Tabla 20. Se compara las sensibilidad, especificidad de diferentes técnicas de

realizacion de la biopsia intraoperatoria del ganglio centinela.

Autor afno Casos Método Sensibilidad | Especificidad
Nagashima 2003 124 Papanicolaou 62% 99%
y cols (93)

Barrangery 2004 185 Giemsa 33% 98%
cols (91)
Jahromiy 2009 74 H&E 60% 99.2%
cols (87)
Fujishima 'y 2009 92 IHQ 79% 98%
cols (96)
Tafe y cols 2010 59 RT-PCR 88.9% 93.5%
(98)
Backus y 2005 318 Microarray 90% 94%
Cols(85) RT-PCR
(MGB, CK19)
Wallwiener 2011 315 gRT-PCR 88.1% 95.2%
y Cols (86) Eégﬁﬂ?’NMY(?BBéil)
Tamaki y 2009 164 OSNA 87.5% 94.3%
cols (102)
ESTUDIO 2014 301 RT-PCR 68.9% 93.42%
HCSC
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9. CONCLUSIONES

e La biopsia selectiva del ganglio centinela es el procedimiento de eleccion
para la estadificacion axilar del cancer de mama y permite seleccionar un
subgrupo de pacientes en las que la linfadenectomia axilar no aporta

ningun beneficio adicional.

e Se recomienda estudiar el ganglio centinela en su totalidad a fin de evitar
sesgos de localizaciéon por lo que la técnica molecular, permite el estudio

del ganglio centinela en su totalidad.

¢ Nuestra metodologia ha sido disefiada para determinar dos genes CK19 y
Mamaglobina, ambos genes sensibles y especificos para determinar las
metastasis ganglionares de forma cuantitativa logrando discriminar

micrometastasis, macrometastasis y células tumorales aisladas.

e Los beneficios de estudiar el ganglio centinela por RT-PCR permitiria evitar
segundas intervenciones puesto que el estudio completo se realizaria

durante el mismo tiempo quirurgico.

e El estudio por metodologias moleculares permitiria menos re intervenciones

y menos posibilididades de falsos positivos 0 negativos.

e En conclusion tanto la Mamaglobina, la CK19 y CK19+Mamaglobina
mostraron valores de sensibilidad y especificidad similares aunque mayores
cuando el patron de referencia fue la combinacién de los genes por RT-
PCR.

e Por otra parte los resultados del analisis de curva ROC mostraron mediante

la estimacion del intervalo de confianza para el éarea que tanto
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Mamaglobina, CK19 y CK19+Mamaglobina tuvieron la capacidad para
distinguir entre el grupo de pacientes con y sin el evento evidenciando un
aumento cuando el patron de referencia para la H&E+IHQ con respecto al

patrén de referencia inicial H&E

La determinacion de la positividad segun la técnica fue asi: CK19 12.29 %
vs Mamaglobina 16.61% y combinados los dos genes 18.6%, superando a
la Hematoxilina y eosina sola 15.61% y siendo comparable con la H&E+IHQ
con un 19.27%.

La supervivencia al cabo de 5 afios en los casos positivos vs negativos
fueron notorias en H&E (73.9% Vs 89.9%), H&E+IHQ (74.3% Vs 89.9%) y
Mamaglobina (78.2% Vs 89.9).

El resultado positivo de la prueba RT-PCR por PCR o gPCR conlleva un
aumento en la probabilidad de recidiva tumoral. Esta prediccibn no se

consigue con otros factores prondstico en la misma poblacion.

El diagnéstico de tumores en estadios tempranos es el objetivo de un
programa de screening el cual impacta en la sobrevida de las mujeres

afectadas con cancer de mama.

Esperamos que un trabajo de este tipo permita hacer accesible y confiable
esta metodologia molecular para los centros especializados de mama en

Colombia.
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9. PERSPECTIVAS

La técnica objeto de esta tesis doctoral es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa de forma cualitativa y cuantitativa en Tiempo Real ( PCR y gPCR) por
retro transcripcion (RT-PCR) como un marcador ideal para el estudio
intraoperatorio de la biopsia del ganglio centinela, la cual nos da un resultado

objetivo, rapido y reproducible estudiando dos genes CK19 y Mamaglobina.

Cuando usamos la gPCR demostramos que es un valor cuantitativo y no depende
del observador. Esta informacién establece la diferencia de gran relevancia con

respecto a los resultados de anatomia patoldgica.

Debido a la baja sensibilidad y a la necesidad de personal con experiencia y
habilidad para un correcto diagndstico intraoperatorio por anatomia patolégica
muchos centros precisan de un gran numero de re intervenciones, con alta

morbilidad para las pacientes.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten recomendar el uso de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
cuantitativa en tiempo real (QPCR) como solucién diagnostica intraoperatoria para
el ganglio centinela en cancer de mama, siendo una metodologia que puede ser
adoptada en nuestros hospitales y que estandarizada es una solucion diagnostica

rapida, objetiva y con una elevada precision.
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11. ANEXOS

‘;_1 Hospital Clinico San Carlos By

Madrid

11.1 Estudio integridad de RNA

Para comprobar la integridad del RNA corrimos el RNA total en un gel de agarosa
al 1% en condiciones desnaturalizantes. Tefiimos con bromuro de etidio vy
expusimos a radiacion ultravioleta. Observamos las bandas correspondientes a las
subunidades 28S y 18S del RNA ribosémico.

GEL DE AGAROSA AL 1% Y FORMALDEHIDO 12.3M 16%

Preparacion del gel de agarosa al 1% (30 ml)
1. 24 ml de agua tratada con DEPC

2. 0.3 gramos de agarosa

Calentar en microondas
1. 3 mlde MOPS (10X)

2. 4.6 ml de formaldehido 37%
3. 3 pLde Br Et (Img\ml)

Preparacién del buffer (250ml)
1. 225 ml de agua tratada con DEPC

2. 25 ml de MOPS 10 X

Preparacion de las muestras
1. 15 puL de RNA extraido de tejido (10 uL si es higado)

5 uL MOPS 1X

2 pL de buffer de carga
Calentarl5 minutos a 65 °C
Preelectroforesis 5 minutos a 55 V
Electroforesis de 1 horaa 35 V

o g hwh

aNota: si al exponer el gel a la luz UV se observa mucha interferencia ( mancha
rosacea que impide ver con claridad la gel) puede dejarse el gel durante 1 hora
MAs 0 menos, en agua fria y volver a verlo.
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11.2 Extraccion de RNA en tejido
QIAGEN

1.

Disgregar entre 20 y 30 mg de tejido con el pestle en un volumen de 600 pL
de buffer RTLa. Posteriormente homogenizar el lisado usando aguja 20-G
(2 0.9 mm) y una jeringuilla (pasar el lisado a través de la aguja al menos 5
veces).

a Nota: afiadir B-mercaptoetanol (3-ME) al buffer RTL antes de usar. Afiadir 10 pL
de B-ME por 1 ml de buffer RTL.

2.

Centrifugar el lisado durante 3 minutos a 16.000 x g (13000 rpm) en una
microfuga. Recoger el sobrenadante y usarlo en los pasos siguientes.

Afadir un volumen de etanol al 70% para limpiar el lisado y mezclar bien
con la pipeta.

Depositar 700 pL de la muestra, incluyendo cualquier precipitado que pueda
haberse formado, en una columna "RN easy mini spin" acoplada a un tubo
colector de 2 ml. Centrifugar durante 15 segundos a = 8000 x g (= 10000
rpm). (Si el volumen de muestra excede de 700 pL, volver a cargar el resto
en la misma columna y repetir el proceso. Previamente descartar el liquido
qgue ha pasado.) Reutilizar el mismo tubo colector en el paso 5.

Pipetear 700 uL de buffer RW1 en la columna y centrifugar durante 15
segundos a = 8000 x g (210000 rpm) para lavar. Descartar el tubo colector y
el liquido que ha pasado.

Acoplar la columna a un nuevo tubo colector de 2 ml. Pipetear 500 L de
buffer RPE= en dicha columna y centrifugar durante 15 segundos a 28000 x
g (= 10000 rpm) para lavar. Descartar el liquido del tubo colector y reutilizar
este ultimo en el paso 7.

aNota: preparacion del buffer RPE. Afiadir 4 volumenes de etanol (96-100%) en la
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botella de buffer concentrado para obtener una solucion de trabajo.
7. Pipetear500 pL buffer RPE en la columna y centrifugar durante 2 minutos a

16000 x g (13000 rpm) para secar la membrana.

8. Acoplar la columna a un nuevo tubo colector de 1.5 ml y pipetear 50 uL de
agua destilada estéril directamente en la membrana. Centrifugar durante 1
minuto a 28000 x g (=10000 rpm) para eluir el RNA. Repetir si la cantidad
de RNA esperada es>30 ug. recoger el volumen en el mismo tubo colector.

e Cuantificacion del RNA total ( hacer la cuantificacion de RNA en agua)

La concentracion y pureza del RNA puede ser determinada midiendo la
absorbancia a 260nm (Aze0) y 280 nm (A280) en un espectrofotometro.

La lectura a 260 nm mide la concentracion de RNA 'y debe ser superior a
0.15

1 unidad de absorbancia a 260 nm = 40 pg\ml

e Dilucion para cuantificar el RNA
495 uL de agua destilada estéril + 5 yL de la muestra (1\100)

[RNA total]=40xAz60 XxFD (100)
Guardar el RNA a -70 °C
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11.3. Preparacion de geles poliacrilamida

Se cargan muestras WT, MUT, HET, BLANCO, 2 PACIENTES.

POLIACRILAMIDA AL 12%

1.
2.
3.

6.

Se realiza la mezcla en el tubo tapén amarillo.

H20 destilada se agregan 5.34 ml con pipeta.

TBE al 5% (frasco blanco): 1.6 ml- esta al 10% por ello 0.8 ml son 10x mas
0.8 ml de H20 destilada o asi 800uL de TBE al 10% mas 800 uL de H20
destilada

Acrilamida (frasco con aluminio, nevera): 3ml

APS (frasco en la nevera): 58 |L, si caduca los pocillos no polimerizan bien.
Se prepara 1g de persulfato de amonio y 10 ml de H20 destilada

TEMED (caja plastica en nevera): 3.5 uL

La polimerizacion del gel se realiza en 30 minutos.

POLIACRILAMIDA AL 10%

1.
2.
3.

Se realiza la mezcla en el tubo tapén amarillo.

H20 se agregan 5.83 ml con pipeta.

TBE al 5% (frasco blanco): 1.6 ml- esta al 10% por ello 0.8 ml son 10x mas
0.8 ml de H20 destilada o asi 800uL de TBE al 10% mas 800 uL de H20
destilada

Acrilamida (frasco con aluminio, nevera): 2.5 mi

APS (frasco en la nevera): 58 pL, si caduca los pocillos no polimerizan bien.
Se prepara 1g de persulfato de amonio y 10 ml de H20 destilada

TEMED (caja plastica en nevera): 3.5 uL

POLIACRILAMIDA AL 8%

1.

Se realiza la mezcla en el tubo tapén amarillo.
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2. H20 se agregan 7.14 ml con pipeta.

3. TBE al 5% (frasco blanco): 1.6 ml- esta al 10% por ello 0.8 ml son 10x mas
0.8 ml de H20 destilada o asi 800uL de TBE al 10% mas 800 uL de H20
destilada

4. Acrilamida (frasco con aluminio, nevera): 2 ml

5. APS (frasco en la nevera): 58 pL, si caduca los pocillos no polimerizan bien.
Se prepara 1g de persulfato de amonio y 10 ml de H20 destilada

6. TEMED (caja plastica en nevera): 3.5 uL

CASSETTE

1. Soporte + servilleta + casete encima.

2. Al echar el gel se hace apoyo en la punta azul sobre el casete (dngulo
superior) y se deja que el gel entre solo entre las paredes (sin burbujas). Se
echa hasta que rebase un poquito y se mete el peine.

3. Lo que queda en el tubo sirve para saber cuando ha finalizado la
polimerizacion, (se tapa el tubo) por 30 minutos. Debe estar solido y frio.

4. Se quita el peine, se lava con H20 destilada y se secar los pocillos ( flecos

de papel filtro)

MONTAR LA CUBETA

Montar la cubeta con el gel (recubrir con buffer 1%), se guarda en nevera y cargar
con la muestra preparada.

PREPARACION DE MUESTRAS

1.
2.

Muestras: 8 pL amplificado y 4 pL de buffer (azul).
Marcador: 15 pL marcador y 1.5 pL de buffer (azul).

CARGAR EL GEL

1.

Si se cargan dos geles no poner el marcador y B en la misma posicion.

CONECTAR A LA FUENTE

110 a 130 voltios en 60 minutos.
Hasta que llegue a la mitad del gel.

REVELADO
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1. Echar el gel en la cubeta con TBE al 1% (limpio) y EtBr bromuro de Etidio
(Iml 0 0.5 ml). Equipo BIOMERIEUX durante 10 minutos a 120 rpm.
2. Ver ala luz ultravioleta.

e Se prepara TBE 1Xa partir de TBE 10X: 90 ml de H20 y 10 ml
TBE 1X
e Para hacer 500 ml:

100 ml -TBE 10X

500ml —x

x=50 TBE 10xequivale a TBE 1X
450 H20
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11.4 Protocolo de Amplificacion de DNAc de Citoqueratina 19
OneStep RT-PCR Kit QIAGEN

e Mezcla de la reaccion:

Volumen total: 25 pL. (Aunque el kit indique un volumen final de 50 uL, la reaccion
sale con la mitad de los reactivos.

216 pb

Primer Sense: 5" -TGA GCA GGT CCG AGG TTA-3’

AntiSense: 5° -TGATAG TGA GCG GCA GAATCA GG-3

REACTIVOS VOLUMEN (uL) CONCENTRACION FINAL
Agua sin RNAsas 1yl -

5x buffer 5ul 1X

d Ntp mix 1pl 400 mM de cada dNTP
Primer R 1l 0.6uM

PrimerF 1pl 0.6uM

Enzime mix 1l -

RNA 5ul

e El agua es mejor afiadirlo a la mezcla y después afadir el RNA. Se puede
afiadir un inhibidor de RNasas, 5-10 U\ reaccion.

o CONDICIONES DE AMPLIFICACION:

La Hotstar Taq Polymerase, incluida en el mix de enzimas, requiere una activacion
inicia a 95 °C durante 15 minutos.

Iniciar el programa en le termociclador sin meter los tubos de la reaccion y cuando
se hayan alcanzado los 50 grados, poner el termociclador en pausa e introducir los
tubos.

1 ciclo de: 50°C durante 30

1 ciclo de: minutos
95 °C durante 15
minutos

30 ciclos 94 °C durante 30
segundos

104



Doctorado en Ciencias Biomédicas

60°C durante 30

segundos

72 °C durante 1 minuto
1 ciclo: 72 °C durante 10 minutos
1 ciclo 4 °C indefinido

METH 93
Los amplificados pueden estar toda la noche en la nevera a 4 °C, y si no hay que
congelarlos.

e ELECTROFORESIS

Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%.
130 V durante 70 minutos.
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‘;_1 Hospital Clinico San Carlos B

11.5 Protocolo de amplificacion de DNAc mamaglobina
OneStep RT-PCR Kit QIAGEN

e Mezcla de la reaccion:

Volumen total: 25 pL. (Aunque el kit indique un volumen final de 50 pL, la reaccion
sale con la mitad de los reactivos.

105 pb

Primer Sense: 5 -CAAACG GAT GAAACT CTG AGC AAT GTT GA-3’

Antisense: 5 - TCT GTG AGC CAAAGC CAAAGG TCT TGC AGA-3’

REACTIVOS VOLUMEN (uL) CONCENTRACION FINAL
Agua sin RNAsas 11l -

5x buffer 5ul 1X

d Ntp mix 1l 400 mM de cada dNTP
Primer R 1l 0.6uM

PrimerF 1l 0.6uM

Enzime mix 1l -

RNA 5ul

e El agua es mejor afadirlo a la mezcla y después afadir el RNA. Se puede
afadir un inhibidor de RNasas, 5-10 U\ reaccion.

o CONDICIONES DE AMPLIFICACION:

La Hotstar Taqg Polymerase, incluida en el mix de enzimas, requiere una activacion
inicia a 95 °C durante 15 minutos.

Iniciar el programa en le termociclador sin meter los tubos de la reaccién y cuando
se hayan alcanzado los 50 grados, poner el termociclador en pausa e introducir los
tubos.

1 ciclo de: 50°C durante 30
1 ciclo de: minutos
95 9C durante 15
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minutos

30 ciclos 94 °C durante 30
segundos
65°C durante 30
segundos
72 °C durante 1 minuto
1 ciclo: 72 °C durante 10 minutos
1 ciclo 4 °C indefinido

METH 67
Los amplificados pueden estar toda la noche en la nevera a 4 °C, y si no hay que
congelarlos.

e ELECTROFORESIS

Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%.
130 V durante 70 minutos.

e Otros primers: (107 pb)

Primer Sense: 5° -CGG ATG AAACTC TGAGCAATG T-3’
Antisense; 5 - CTG CAG TTC TGT GAG CCAAAG-3°

Los primeros no funcionan bien en el Smart Cycler, parece que dimerizan y por
eso se pidieron estos, pero no se llegaron a probar en el Smart Cycler. Con estos
primers también funciona la técnica, y se hace todo igual pero en la amplificacion,
la temperatura de annealing es de 55 °C.
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11.6 Aval ético

Informe Dictamen Protocolo Favorable

“ u Otros Estudios
Hospital Clinico San Carlos
‘P P — CP.-CL 11/031-E

14 de febrero de 2011

CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

DNA M® DEL MAR GARCIA ARENILLAS, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS DE MADRID.

CERTIFICA

Que en el estudio titulado: "Estudio molecular de micrometastasis en ganglio
centinela. Valor pronéstico" con cédigo Interno: 11/031-E.

o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

o Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

o La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a
cabo el estudio.

o El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto
de los postulados éticos.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre Ila
realizaciéon de dicho proyecto por la Dra. M? Luisa Maestro de las
Casas, del Servicio de Analisis Clinicos, del Hospital Clinico San
Carlos como Investigadora Principal.

Lo que firmo en Madrid, a 14 de febrero de 2011

Fdo: Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos
Doctor Martin Lagos, s/n. Madrid 28040 Madrid Espafia

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Correo electronico ceic.hcsc@salud.madrid.org
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11.7 Articulo publicado 1

Articulo de Investigacion

COMPARACION ENTRE DIFERENTES TECN[CAS
DE ESTUDIO DEL GANGLIO CENTINELA DESPUES
DE NEOADYUVANCIA EN CANCER DE MAMA
A COMPARISON BETWEEN DIFFERENT SENTINEL NODE
DETECTION TECHNIQUES AFTER NEOADJUVANCY
IN BREAST CANCER

Luz Fernanda Sua Villegas!', Virginia de la Orden Garcia?,
Sara Rafael Fernandez?, Silvia Veganzones de Castro?, Marta Vidaurreta Lazaro?,
M? Luisa Maestro de las Casas?, José M. Roman?

RESUMEN

Introduccion. El papel de la biopsia del gan-
glio centinela realizada después de quimioterapia
neoadyuvante es controvertido. El objetivo del
presente estudio es analizar el valor del ganglio
centinela en los tumores de mama avanzados
que han recibido neoadyuvancia y estudiarlos con
técnicas de hematoxilina y eosina, inmunohisto-
quimica y molecular de reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Material y métodos. Un
total de 33 pacientes fueron incluidas en el estudio;
estas enfermas recibieron neoadyuvancia y se les
realizo la técnica del ganglio centinela. Una vez
extraido el ganglio, éste era enviado a anatomia

patoldgica, donde era evaluado y posteriormente
se fragmentaba, utilizando entre un 25%y 50% del
ganglio para el estudio en el laboratorio de biologia
molecular. Resultados. Los ganglios centinelas se
estudiaron con las técnicas de hematoxilina y eosina,
inmunohistoquimica y la molecular, encontrando un
incremento de la sensibilidad con la tltima técnica,
la del RT-PCR. Los ganglios centinelas fueron ne-
gativos enun 45.1% y las linfadenectomias fueron
negativas en un 61.3% después de neoadyuvancia.
Las recidivas locales a 5 afios equivalen al 8.3%.
Para nuestra serie la tasa de sobrevida libre de
enfermedad a 5 afios en estadio |l es del 100%
y en estadio Ill es del 87.5%. Conclusion. Existe
un escaso numero de pacientes estudiadas, sin

' MD, Departamento de Anatomia Patolégica y Patologia Clinica. Universidad del Valle. Cali, Colombia.
?  Servicio de Andlisis Clinicos, Laboratorio de Gendmica. Hospital Clinico San Carlos. Madrid, Espafia.

3

MD, Servicio de Ginecologia y Obstetricia, Hospital Clinico San Carlos, Madrid, Espafia.
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11.8 Articulo publicado 2

Colombia Médica Vol. 43 N° 1, 2012 (Enero-Marzo)

Rapid detection of sentinel lymph node metastases in different techniques
and comparison in low-grade breast carcinomas

Deteccion rapida de metastasis en ganglio centinelay comparacioén
de diferentes técnicas en carcinomas de mama de bajo grado

Summary

Introduction: The role of sentinel node biopsy has revolutionized breast cancer treatment. This determination
reduces the mobility of a complete axillary lymphadenectomy. The aim of our study is to analyze the value of sentinel
nodein low-gradehistological breast tumors, studied with hematoxylin and eosin techniques, Immunohistochemistry,
and molecular chain reaction in real-time quantitative polymerase (RT-PCR).

M aterialsand methods: In a pilot study we studied a total of 21 patients with histological diagnosis of mucinous
carcinoma, adenoid cystic carcinoma, and medullar carcinoma that underwent the sentinel node technique. Once the
lymph node was removed, it was sent to pathology, where it was fragmented and evaluated, using between 25% and
50% of the lymph node for molecular biology laboratory studies.

Results: The sentinel nodes studied were 32, corresponding to the 21 patients. Of the 32 lymph nodes analyzed,
29 (90.6%) were negative on histopathological examination and the molecular identification, 2 (6.2%) were positive
in both techniques and 1 (3.125%) lymph node was positive with quantitative RT-PCR and negative in histology
(H&E), which — subsequently by immunohistochemistry (IHC) — was diagnosed as isolated tumor cells ITC).

Conclusion: When comparing the techniques of hematoxylin and eosin, immunohistochemistry, and molecular
RT-PCR technique, we found greater sensitivity of molecular techniques; this can reduce the false negative and
improve diagnosis of sentinel node metastases. Patients with low histological grade carcinomas have high survival
rates, less aggressive tumor behavior, and reduced lymph node at diagnosis.

Keywords: Lymphatic metastasis; Breast neoplasm; Polymerase chain reaction; Biopsy;

Immunohistochemistry; Lymph node excision.
Colomb Med. 2012; 43: 28-37
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11.9 Articulo publicado 3

USO DE NUEVAS METODOLOGIAS EN LA PRACTICA
CLINICA: ESTUDIO DE LA AMPLIFICACION DEL ONCOGEN
HER2 CON HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA
Y CON PLATA (DUAL ISH) EN EL CANCER DE MAMA

Luz Fernanda Sua', Juan Carlos Brave®, William Franco®

Introduccion: La determinacion del oncogén HERZ es critica en las pacientes que responderan al
anticuerpe meneclonal humanizado Trastuzumab. La técnica de hibridacion in sifu cromogénica y
con plata (Dual I1SH) ha sido exitosamente probada en la defeccién de la amplificacién del gen HERZ,
un importante biomarcador del cancer de mama que combina las ventajas de la automatizacion y la
microscopia de luz, mejorando el flujo de trabajo en el laboratorio. Objetivos: verificar si la metodo-
logia automatizada de hibridizacion in situ cromogénica y con plata (Dual ISH) realizada en el equipo
Benchmark XT de Ventana Medical Systems® puede ser comparable con |a hibridizacién in situ fluo-
rescente (FISH) en casos de |la Fundacion Valle del Lili. Metodologia: Previa aprobacion del Comité de
Etica de la Fundacion Valle del Lili, evaluamos un total de 42 casos, encontrando 98.1% con un nivel
de concordancia total, tanto de la hibridizacién in situ flucrescente (FISH} y de la inmunohistoguimica
{IHQ) con el ISH Dual. Determinamos un nivel de concordancia del 94.4% en el estudio del nivel de
amplificacion del gen HERZ por FISH y por ISH Dual. La concordancia entre la determinacion de la
expresion de la proteina HERZ2 por IHQ y por ISH Dual fue del 100%. Al evaluar nuestro coeficiente
Kappa este fue de 0.97 y nuestro coeficiente de correlacion infraclases en referencia con el FISH fue
casi perfecto 0.85. Conclusién: nosotros observamos una reduccion del tiempo de procesamiento
con la técnica Dual ISH al ser una metodologia automatizada (Equipo BenchMark XT de Ventana®)
cuando la comparamos con el protocolo FISH. La técnica Dual ISH permite la evaluacion morfologica
y estudia simultaneamente el centromere del cromosoma 17 y el oncogén HERZ. Esta metodologia
se esfudia en el microscopio de luz (B0x), es cuantitativa, se puede archivar y se encuentra aprobada
por la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA).

Palabras clave: HERZ, hibridizacion, cancer de mama.
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11.10 Articulo publicado 4

ESTUDIOS DE PATOLOGIA MOLECULAR UTILIZADOS
PARA EVALUAR LA AMPLIFICACION DEL ONCOGEN
HERZ EN CANCER DE MAMA. OPINION CLINICA

Luz Fernanda Sua MD', Juan Carlos Bravo MD?, William Franco®

RESUMEN

La importancia en la deteccion de la amplificacion de oncogén HER2, es esencial en el can-
cer de mama puesto que estas pacientes no responden a los tratamientos de quimioterapia y
hormonales convencionales, traduciéndose asi en una menor sobrevida. La determinacion del
oncogén HER2 tiene un papel crucial como diana terapéutica del trastuzumab. A continuacion
describiremos estas metodologias las cuales son: la técnica de hibridacion in situ fluorescente
(FISH), la hibridacion in situ cromogénica (CISH) y la técnica hibridacion in situ cromogénica y
con plata (Dual ISH), métodos usados para el estudio del oncogén HERZ2, en la seleccion correcta
de las pacientes con cancer de mama que son candidatas a recibir trastuzumab, teniendo una
gran utilidad e impacto clinico.

Palabras clave: Amplificacion HER2, Hibridacion in situ fluorescente (FISH), Hibridacion in situ
cromogeénica (CISH) e Hibridacion in situ cromogénica y con plata (DISH).
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