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Introduccion

I. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es la neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia en las mujeres
occidentales, estimandose que en los paises de la Union Europea (U.E.), la probabilidad
de desarrollar un cancer de mama antes de los 75 afios es del 8%. Anualmente, en
nuestro pais, se diagnostican unos 16.000 casos al afio, representando el 24,6% de todos
los tumores de sexo femenino, y produce la muerte de casi 6.000 mujeres'. En Espaiia,
la tasa de incidencia ajustada por edad en 1997 fue 69,98 por 100.000 habitantes? la
menor de la U.E., pero, al igual que en otros paises occidentales, ha sufrido un

considerable aumento, mas marcado entre las décadas del 70 al 90.

Se calcula que el cancer de mama afecta a lo largo de la vida a una de cada ocho
mujeres en Estados Unidos (E.E.U.U.) y a una de cada 12-14 mujeres en Espafia, por lo
que constituye un problema sanitario y social de primer orden en el mundo occidental.
La tasa de incidencia de dicho tumor se ve incrementado debido, fundamentalmente, al
envejecimiento poblacional y al diagnostico cada vez mas precoz de esta enfermedad.
Existe una relativa constancia de la mortalidad, a pesar del aumento de la incidencia,
posiblemente a causa de la mejora en los programas de deteccion precoz y en el manejo
terapéutico de las pacientes. En el afio 2007 se produjeron 5.971 defunciones en mujeres
por cancer de mama en Espana (Figura 1). Los casos mayoritarios de dicho céncer se
diagnostican entre los 35 y 80 afios de edad, siendo su pico de incidencia maximo entre

los 45 y 65 afios (Figura 2).
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Figura 1. Numero de defunciones del cancer de mama, en sexo
femenino, en Espafia entre los afios 1975-2007. Centro Nacional de
Epidemiologia Instituto de Salud Carlos III.
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Figura 2. Edad media de defuncion por cancer de mama en Espafia.
Afio 1975-2007. Centro Nacional de Epidemiologia Instituto de Salud
Carlos II1.
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La supervivencia global a los cinco afos de edad de las pacientes afectas de cancer de
mama es de un 78%, mejorando de manera importante en la ultima década. El
carcinoma de mama constituye la principal causa de muerte por cancer en las mujeres,
siendo el 14% de los tumores malignos. En Espaiia el 16,7% de todos los fallecimientos
en el sexo femenino es por dicho cancer, siendo el 3,3% de todas las muertes en las
mujeres. La Figura 3 muestra la distribucion de la tasa de mortalidad por 100.000
habitantes ajustada a la poblacion europea en el ano 2007, segun las diferentes

provincias espafiolas.
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Figura 3. Tasa de mortalidad ajustada a la poblacion europea por 100.000
habitantes del cancer de mama en el sexo femenino en Espafia. Afio 2007.
Centro Nacional de Epidemiologia Instituto de Salud Carlos III.
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II. FACTORES DE RIESGO

La etiologia del cancer de mama es objeto de gran variedad de estudios, pero todavia en
nuestros dias se desconoce cual es la causa ultima del mismo. Por el contrario, se han
descrito multitud de factores de riesgo asociados a dicho tumor. El factor genético posee
gran importancia, las mujeres con mutaciones en el gen “cancer de mama 17 (breast
cancer 1, BRCA-1), gen supresor tumoral que regula el ciclo celular y evita la
proliferacion celular, tienen un 60% de riesgo de padecer un cancer de mama a lo largo
de su vida. El factor de riesgo mas importante es la edad, puesto que el riesgo de cancer
de mama se incrementa rapidamente durante los afios fértiles de la mujer, mientras que
tras la menopausia sigue habiendo un crecimiento pero enlentecido. A pesar de todo
esto solo un 30% de todos los canceres de mama pueden ser atribuidos a factores de
riesgo conocidos. Por otro lado, seria de gran importancia poder determinar el riesgo
que una determinada paciente posee para adecuar el control mamario y el manejo

terapéutico de la misma.

Los factores de riesgo de cancer de mama que se han descrito hasta el momento pueden
clasificarse en: factores genéticos, hormonales, ambientales y lesiones precursoras

mamarias’.

1. FACTORES GENETICOS
Los antecedentes familiares de cancer de mama elevan de manera importante el riesgo
de padecer dicho tumor. Poseer un familiar de primer grado con cadncer de mama origina

que el paciente posea un riesgo relativo de 2,3 de padecer la enfermedad, mientras que
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si dicho tumor es bilateral el riesgo relativo se incrementa a 10,5. No obstante, la
mayoria de los casos son esporadicos y s6lo en un 5-10% se pueden asociar a un gen de

herencia autosomica dominante con penetrancia incompleta.

Los genes supresores tumorales mas relacionados con esta enfermedad son el BRCA-1,
asociado con el 50% de los canceres de mama hereditarios, y el “cancer de mama 2”
(breast cancer 2, BRCA-2), relacionado con el 40% de dichos tumores genéticamente
dependientes. El 10% restante se relaciona con otros genes tales como p53, ATM,
PTEN/MMAC, MSH2, STK11. En los ultimos afios se ha incorporado un nuevo gen

HMMR, que predispone a esta patologia.

2. FACTORES HORMONALES
Las hormonas mas relacionadas con el posible desarrollo del cancer de mama son los
estrogenos, debido, fundamentalmente, a su capacidad para activar la proliferacion
celular alterando el ciclo celular (estimulacion de células GO, reduccion de la fase G1 y
disminucion del tiempo total de dicho ciclo). Al producirse un incremento de la
proliferacion se puede aumentar la tasa acumulativa de errores genéticos, que se han

originado al azar, desarrollandose un cuadro neoplasico.

Estos factores hormonales pueden ser, a su vez, de origen enddgeno o exdgeno.

« FACTORES HORMONALES ENDOGENOS

La actividad ovarica prolongada, por consiguiente casos de menarquia temprana,

menopausia tardia, nuliparidad o primer embarazo tardio a partir de los 30 afos, se
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asocian a un riesgo relativo de 1,12, al existir un incremento del tiempo de exposicion a

los estrogenos endogenos de la mujer en edad fértil.

También se implica en el aumento del riesgo de padecer cancer de mama la lactancia

materna durante un periodo de tiempo corto, asi como el empleo de lactancia artificial.

« FACTORES HORMONALES EXOGENOS
La administracion exdgena de hormonas (riesgo relativo 1,12) tanto por el empleo de
tratamiento hormonal sustitutivo, durante la etapa perimenopausica, o anticonceptivos
hormonales en la edad fértil, se ha visto relacionado con un incremento del riesgo en la
oncologia mamaria. Este tema ha sido objeto de multiples estudios, llegdndose a la
conclusion que los resultados deben interpretarse con gran cautela, debido a la variacion

de dosis empleadas, vias de administracion y duracion de los tratamientos.

3. FACTORES AMBIENTALES
Los factores dietéticos que provocan un incremento de la adiposidad en la mujer, tales
como el consumo de grasas y alcohol, provocan una elevacion de la produccion de

estrogenos aumentado el riesgo de padecer un cancer de mama.

La exposicion a radiaciones ionizantes, aumenta de forma moderada, el riesgo de
neoplasia mamaria, siendo mayor cuanto mas temprana sea la edad de exposicion. Por
otro lado, existe evidencia que tanto las radiaciones no ionizantes como los campos
electromagnéticos también producen un aumento de la probabilidad de desencadenar

dicho cancer, posiblemente debido a la alteracion de la glandula pineal. Por
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consiguiente se origina una modificaciéon en la secrecion de melatonina, hormona

implicada en la regulacion antitumoral.

Mujeres con nivel socioeconémico alto tienen mayor riesgo de padecer un cancer de

mama, pero la tasa de mortalidad es menor.

4. LESIONES PRECURSORAS MAMARIAS
Los antecedentes personales de patologia mamaria constituyen un riesgo para sufrir
cancer de mama, siendo la hiperplasia epitelial atipica la patologia benigna mamaria que
mas se asocia con un mayor riesgo de desarrollo de dicho tumor. También se debe
realizar un seguimiento exhaustivo a todas aquellas pacientes con hiperplasia lobulillar
y ductal atipica y carcinoma lobulillar y ductal in situ, por considerarse todas ellas

lesiones precancerosas.

También se ha descrito aumento de riesgo de patologia oncoldgica mamaria en

pacientes con antecedentes personales de cancer de endometrio, de ovario y de colon.

10
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III. PREVENCION Y DIAGNOSTICO DEL CANCER DE MAMA

Para la obtencion de éxito frente a una enfermedad se precisa una prevencion exhaustiva
de la misma. La auténtica prevencion del cancer de mama es la deteccion precoz del
mismo. En el momento actual so6lo el tamoxifeno ha sido aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration) norteamericana para la indicacion de profilaxis en mujeres de
alto riesgo de cancer de mama, al haber demostrado en el estudio del grupo National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) su capacidad para reducir la
incidencia de los canceres hormonosensibles en estas mujeres, sin incrementar la
supervivencia. Pero todavia hoy, existe gran numero de preguntas sobre la relacion
riesgo-beneficio, la duracion del tratamiento y otras series de aspectos del mismo. Como
resultado de todo lo anterior, la quimioprofilaxis del cancer de mama con tamoxifeno en

el grupo de alto riesgo no se ha establecido de forma extensa todavia.

Existe otro estudio, el Estudio del Tamoxifeno y el Raloxifeno (STAR), que ha
establecido la comparacién entre la quimioprofilaxis con tamoxifeno y raloxifeno,
habiéndose obtenido resultados similares en cuanto a la prevencion del cancer de mama
(ambos farmacos redujeron el riesgo de padecer cancer de mama en un 50%), siendo el
tamafio muestral recogido de 19.747 mujeres posmenopausicas con riesgo elevado de

padecer cancer de mama.

El diagnostico de confirmacion anatomopatoldgico es obligatorio en todos los casos de
sospecha de cancer de mama, puesto que aporta el diagnostico de certeza del mismo.

Siendo las diversas técnicas empleadas:

11
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. PUNCION-ASPIRACION CON CONTROL ECOGRAFICO: se realiza en

ndédulos no palpables que si se pueden identificar ecograficamente. Puede
llevarse a cabo con aguja fina (puncion-aspiracion con aguja fina, P.A.A.F.),
obteniendo citologia, o con aguja gruesa (biopsia con aguja gruesa, B.A.G.),
obteniendo un cilindro que permite el estudio histologico. La puncion con aguja
gruesa (trucut, biopsia core) obtiene material suficiente para la determinacion de

marcadores prondsticos, como receptores hormonales, c-erbB2, p53, etc...

. PUNCION-ASPIRACION CON ESTEROTAXIA con aguja fina o gruesa: Se
emplea en nodulos y distorsiones que no se definen adecuadamente con
ecografia y si con mamografia. Puede realizarse la extirpacion completa de las

microcalcificaciones con multiples B.A.G. o con mamotomo.

. BIOPSIA QUIRURGICA: Existen dos posibles tipos de biopsias en esta
modalidad:
a. BIOPSIA INCISIONAL: Reseccion de una porcion de la masa a filiar,
realizandose de manera ambulatoria.
b. BIOPSIA EXCISIONAL: Reseccion del nodulo en su totalidad. A su vez
se puede dividir en:
i. CIEGA: Se emplea en tumores palpables menores de 3-4 cm.
ii. CON ARPON: En tumores no palpables pero visibles por
técnicas de imagen, bien mamografia o ecografia. Esta biopsia

puede ser:

12
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1. INTRAOPERATORIA: Permitiendo el diagndstico y el

tratamiento en una Unica intervencion.

2. DIFERIDA: Permitiendo un estudio anatomopatologico
completo y definitivo, al igual que un estudio de los
margenes y una mayor discusion sobre el tratamiento
definitivo a realizar, con mayor participacion por parte de

la paciente.

Gracias al resultado anatomopatologico aportado por las pruebas anteriores los canceres

de mama se pueden dividir en funcion de su capacidad de invasion en:

1.

INVASIVOS: La gran mayoria de dichos canceres son epiteliales, clasificindose
por orden de frecuencia en: tipo ductal, el mas frecuente, y lobulillar, seguidos
por los de tipo coloide, papilar y medular. Figura 4.

CARCINOMAS NO INVASIVOS (IN SITU): Se consideran una forma precoz
de canceres invasivos, por lo que deben ser tratados por extirpacion
correctamente. En los ultimos afios se ha incrementado la frecuencia de los
mismos, sobretodo del carcinoma intraductal (Figura 5). El carcinoma
lobulillar in situ no se considera en la actualidad un auténtico cancer, sino una
lesion de riesgo para desencadenar un cancer invasivo en cualquiera de las dos

mamas.

13
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Figura 4. Carcinoma invasivo.

El crecimiento del carcinoma mamario a nivel de la unidad tabulo-lobulillar de la mama
es por division celular, sobrepasando la membrana basal, convirtiéndose asi en un
carcinoma infiltrante, alcanzado el estado de enfermedad sistémica. La extension del
tumor en la mama es por crecimiento directo, mientras que su diseminacion a
estructuras vecinas puede ser via hematdgena o linfatica (principal via de diseminacién).

La distribucion de la metastasis tumoral mamaria, en funcion de la localizacion, es:

1. METASTASIS SISTEMICAS
El pulmon es el 6rgano donde con mayor frecuencia se producen las metéstasis del
cancer de mama. La presentacion en dicha localizacion puede ser a modo de nodulo

solitario, nddulos multiples o linfangitis carcinomatosa.

Otra localizacién de la extension del cancer de mama es a nivel abdominal, localizadas

fundamentalmente en los siguientes 6rganos: higado, peritoneo y ovario.

Existe un patrén distinto de metastasis a distancia en el caso del carcinoma lobulillar

infiltrante, siendo mas frecuente que en el ductal la afectacién secundaria peritoneal y

14
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retroperitoneal, de la pared del tubo digestivo y de los drganos genitales. Estas

metastasis se pueden producir muchos afnos después del tumor primario.

El cancer de mama es la principal causa de metastasis Oseas, afectando principalmente a
pelvis, columna vertebral, fémur, costillas, craneo, humero, escapula y clavicula. Las

lesiones pueden ser osteoliticas, osteoblasticas, mixtas o intertrabeculares.

Las metastasis en encéfalo tienen como principal origen el cancer de mama. El
carcinoma lobulillar, tiene como peculiaridad, una especial afectacion de la

leptomeningea.

Por ultimo, el cancer de mama también es el que, con mayor frecuencia, provoca

enfermedad metastasica en el ojo, pudiendo ser incluso bilateral.

2. DISEMINACION LINFATICA
Se considera que el tamafio del tumor primario estd directamente relacionado con el
numero de metastasis axilares. El 75% del drenaje linfatico de la mama se realiza hacia
los ganglios axilares homolaterales, ya que la mayoria de los tumores se localizan en los
cuadrantes externos. La invasion de los mismos se considera el factor prondstico mas
importante en el cancer de mama. Si el tumor se localiza en cuadrantes internos, la via
de diseminacion es hacia los ganglios mamarios internos. La afectacion ganglionar se
realiza de manera ordenada siguiendo los niveles de Berg, pero en un 2-3% puede

saltarse algun nivel. Los niveles de Berg se clasifican en:

15
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o NIVEL I: ganglios localizados por debajo del borde inferior del musculo
pectoral menor.

o NIVEL II: ganglios linfaticos detras del musculo pectoral menor.
o NIVEL III: es el grupo subclavicular, formado por tres o cuatro ganglios

en el apex de la axila.

Debido a la consideracion del cancer de mama como enfermedad sistémica es preciso
establecer un correcto diagndstico de extension. Los resultados de dicho estudio se
definen por el sistema TNM. La extension locorregional en pacientes con tumores
operables se hace gracias a la cirugia (tumorectomia o mastectomia seguidas de
linfadenectomia axilar o biopsia selectiva del ganglio centinela). La técnica de la
biopsia selectiva de ganglio centinela se emplea en pacientes con carcinoma de mama

estadio I-II (T1 o T2) con axila clinicamente negativa.

En pacientes con tumores localmente avanzados o con mds de cuatro ganglios axilares
positivos, donde la incidencia de metastasis en las pruebas de extension es més alta, se
aconseja realizar una tomografia axial computerizada (T.C.) de cuerpo completo y una

gammagrafia Osea.

La tomografia por emision de positrones (P.E.T.) es una técnica que permite determinar
las caracteristicas de lesiones de malignidad indeterminada, estadificar el tumor, indicar
el prondstico, valorar la respuesta al tratamiento y diagnosticar recurrencias. Pero

todavia no se emplea como técnica estandar en la estadificacion del cancer de mama.

16
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IVv.

FACTORES PRONOSTICO

Los factores pronoéstico del cancer de mama son aquellos factores clinicos, histoldgicos

o moleculares que predicen la evolucion de las pacientes, recaida y supervivencia.

Dichos parametros se pueden estratificar en distintos grupos, como son:

Factores morfoldgicos: tamafio tumoral (relacionado con el riesgo de recaida,
generalmente en pacientes con tumores NO), metastasis ganglionares, ganglio
centinela, grado histologico, tipo histologico o indice mitdtico. El factor
pronostico de mayor importancia en el cdncer de mama es la presencia de
metastasis linfaticas.

Parametros biologicos: estado de receptores hormonales y alteracion del
oncogén c-erb B2/Her2-neu.

Alteraciones genéticas del gen supresor p53, que puede asociarse a alto grado
histolégico y mayor agresividad clinica. También la determinacion del antigeno
de proliferacion celular de la proteina nuclear Ki67.

No se consideran factores prondsticos en el momento actual, aunque se
encuentran en fase de estudio, el andlisis aislado de ploidia de ADN vy la

neoangiogénesis.

En pacientes con metastasis se consideran factores de supervivencia el performance

status, el tipo y el nimero de 6rganos afectos, el tratamiento quimioterapico previo con

antraciclinas, la presencia o no de receptores hormonales y el intervalo libre de

enfermedad.
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V. MEDIDAS TERAPEUTICAS DE LA NEOPLASIA MAMARIA

El tratamiento del cdncer de mama se puede realizar desde diferentes vias de abordaje.
A lo largo de los afos, el tratamiento del cancer de mama ha sufrido grandes cambios,
debido fundamentalmente a que las cirugias mutilantes han dado paso a tratamientos
menos agresivos. Las estrategias de diagndstico precoz han contribuido a que este tumor
se diagnostique en estadios mas iniciales, siendo el tratamiento conservador de la mama

de eleccion en un porcentaje muy alto de casos.

La introduccion de la técnica de biopsia selectiva de ganglio centinela en la practica
clinica permite realizar tratamiento conservador de la axila, evitando a un gran niumero

de pacientes las secuelas derivadas de una linfadenectomia axilar.

También se estan produciendo cambios en cuanto a tratamientos sistémicos, nuevos
farmacos, anticuerpos monoclonales como tratamientos diana, técnicas de microchips y

biologia molecular para poder disefiar tratamientos a medida.

En cuanto a la radioterapia también se estan introduciendo nuevas técnicas: la
radioterapia intraoperatoria permite reducir el tiempo de exposicion, de uno a cinco
dias, con la ventaja que esto supone para las pacientes, con el mismo resultado clinico y

con menos efectos secundarios.

El tratamiento del cancer de mama estara basado fundamentalmente en la estadificacion

de la enfemedad (Tabla 1).
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Tabla 1. Estadificacion del cancer de mama.

AGRUPACION POR ESTADIOS

ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO I Tl NO MO
ESTADIO I1A TO-1 N1 MO

T2 NO MO
ESTADIO IIB T2 N1 MO

T3 NO MO
ESTADIO II1IA T0-2 N2 MO

T3 N1-2 MO
ESTADIO I1IB T4 NO-2 MO
ESTADIO IIIC Cualquier T N3 MO
ESTADIO IV Cualquier T  Cualquier N M1

El manejo terapéutico del cancer de mama es de gran complejidad e implica la
realizacion de diferentes pasos para completar el mismo. Los tratamientos del
carcinoma de mama son: tratamiento quirdrgico, tratamiento radioterapico y tratamiento

médico.

1. TRATAMIENTO QUIRURGICO: Dicho tratamiento se va a realizar en funcidn
del tipo de carcinoma que padezca la paciente:
o Carcinoma intraductal: Tumorectomia sin diseccion axilar. Si existe alto

riesgo se realizard mastectomia pero sin linfadenectomia.
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(@)

Carcinoma invasor menor de 3 centimetros (cm): Cirugia conservadora
asociado a biopsia de ganglio centinela si no existe clinica axilar. Si la
anatomia del ganglio centinela resulta de malignidad se realizara
linfadenectomia axilar, al igual que si existe clinica.

Carcinoma invasor mayor de 3 cm.: se puede realizar mastectomia o bien
quimioterapia neoadyuvante seguida de cirugia.

Carcinomas localmente avanzados: el tratamiento de eleccion es

quimioterapia neoadyuvante seguido de cirugia y radioterapia.

TRATAMIENTO RADIOTERAPICO. Las indicaciones de radioterapia son las

siguientes:

O

Tras cirugia conservadora en un carcinoma intraductal o carcinoma
invasivo.

Tras mastectomia en tumores mayores de 5 cm o con infiltracion cutanea
o muscular.

Afectacion de cuatro o mas ganglios linfaticos axilares.

Afectacion de uno a tres ganglios linfaticos axilares con extension

extracapsular.

TRATAMIENTO MEDICO. Se puede aplicar antes de la cirugia

(neoadyuvancia) en tumores grandes, de crecimiento rapido y localmente

avanzado, o bien tras la cirugia (adyuvancia). El tratamiento médico incluye: la

hormonoterapia, la quimioterapia y el empleo de agentes bioldgicos.
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A. HORMONOTERAPIA: La hormonoterapia se suele utilizar en pacientes
de buen prondstico con receptores hormonales positivos. Entre ellos se
encuentran los antiestrogenos (tamoxifeno), progestagenos (acetato de
medroxiprogesterona), analogos de la hormona liberadora de
gonadotropina (LHRH) e inhibidores de aromatasa (anastrozol, letrozol,
exemestano). El tamoxifeno se debe emplear al menos durante dos afios vy,
al pertenecer al grupo de los moduladores selectivos de receptores de
estrogeno, precisa de la realizacion de controles ecograficos periddicos del
grosor endometrial, al igual que estudios histoldgicos ante la presencia de
metrorragia. Este farmaco disminuye el riesgo de patologia cardiovascular
y de cancer de mama contralateral.

B. QUIMIOTERAPIA: Se emplea en aquellas pacientes con prondstico
intermedio o pobre, asociada o no a hormonoterapia. Los farmacos
citotoxicos mads activos son: taxotere, adriamicina, taxol, epirubicina,
navelbina, capecitabina, mitomicina C, 5-fluorouracilo, ciclofosfamida,
mitoxantrone y metotrexato. Estos citotoxicos se suelen usar en
combinacion de dos o tres.

C. AGENTE BIOLOGICO: El trastuzumab es el agente biologico mas
empleado en el tratamiento del cancer de mama. Es un anticuerpo
monoclonal dirigido contra los receptores de Her2-neu. Se emplea en
pacientes con tumores metastaticos que sobreexpresan dicho oncogén.
Durante el afo 2010 se han publicado estudios en fase II de la asociacion
del pertuzumab, otro anticuerpo monoclonal, con el trastuzumab

mejorando los resultados terapéuticos®.
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VI. TECNICA DE BIOPSIA SELECTIVA DE GANGLIO CENTINELA

El ganglio centinela es el primer ganglio de la axila al que drena el tejido mamario, por
tanto la extirpacion y posterior estudio del mismo, permite conocer el estado de
afectacion del resto del territorio linfatico axilar. La biopsia del ganglio centinela es
una técnica minimamente invasiva que permite el conocimiento de la ruta de

distribucion  linfatica de las células tumorales de un cancer de mama.

Tiene gran importancia el conocimiento de la anatomia del sistema linfatico, para el
mapeo linfatico, localizacion y extirpacion del ganglio centinela. La funcion de dicho
sistema es el drenaje de fluidos y proteinas localizados a nivel del espacio intersticial a
los ganglios linfaticos. El inicio del sistema linfatico es un conjunto de capilares ciegos,
también llamados los prelinfaticos, capilares linfaticos o linfaticos terminales. Dichos
capilares drenan, a su vez, en los vasos linfaticos colectores, que terminan
desembocando a nivel de los troncos linfaticos aferentes. Uno o varios de dichos troncos
aferentes drenan en los ganglios linfaticos, siendo recogida la linfa de dichos ganglios
por los vasos o conductos linfaticos eferentes, que drenan en los troncos linfaticos
centrales, terminando en los vasos sanguineos a nivel cervical. Las paredes de los
linfaticos iniciales estdn formadas por una capa simple de células endoteliales con
membrana basal discontinua. Dicha separacion permite el paso de moléculas proteicas.
La pinocitosis también es un mecanismo para el transporte de particulas mayores de 30
nanometros. La permeabilidad de los vasos colectores se realiza por medio de
filamentos que van desde la pared externa del vaso a las fibras de colageno

perivasculares. Los vasos colectores son semejantes a los iniciales, pero cuentan con
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valvulas, capa muscular circular y longitudinal. Dichas capas musculares forman
unidades contractiles separadas por valvulas, cada unidad entre dos valvulas forman la
unidad funcional con peristalsis funcional espontanea con 10 contracciones por minuto,
el linfangion. Dicho peristaltismo permite la contractilidad sincronizada con apertura y
cierre valvular impidiéndose el reflujo linfatico. La presion extrinseca estimula la
contractilidad lo que explica que un masaje posterior a la inyeccion del colorante y/o
coloide permite una mayor migracion, incrementandose el flujo hacia el ganglio

centinela.

La glandula mamaria y la piel suprayacente tienen el mismo origen embrioldgico, el
ectodermo, por lo que el drenaje linfatico es compartido. Los linfaticos parenquimatosos
drenan en el plexo subareolar de Sappey y, en segundo lugar, en la axila. Por otra parte,
existe un drenaje interno parenquimatoso que desemboca a nivel de la cadena mamaria
interna, a través de los musculos pectorales e intercostales. El territorio mamario
también puede drenar, pero en menor medida, a nivel retroesternal, supraclavicular,
interpectoral, intramamario y paramamario. En caso de obstruccion del drenaje linfatico
principal puede existir flujo hacia axila contralateral o higado. Por ultimo, hasta el 30%
de las pacientes con tumores localizados a nivel de cuadrantes externos pueden tener

drenaje fuera de la axila.

La historia del ganglio centinela es extensa, describiéndose por primera vez dicho
término en 1960 por Gould, basdndose en la posicion anatomica de un ganglio
localizado tras la diseccion radical de cuello en una parotidectomia. La primera

referencia sobre territorio linfatico mamario fue en 1970 por Kett, tras la administracion
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de contraste en linfaticos mamarios, observando un flujo con direccion a los ganglios
localizados alrededor de la vena axilar. La primera descripcion fisioldgica del ganglio
centinela fue llevada a cabo por Cabanas en 1977, en el campo del carcinoma de pene,
estableciéndose que dicho ganglio no sélo es el primer centro linfatico de drenaje, sino
que también puede llegar a ser el inico ganglio afecto. Posteriormente se extendi6 dicho

término a los melanomas cutaneos estadio I, Morton”.

La primera vez que se establecid la posibilidad de correlacion entre el estado de un
ganglio linfatico regional primario y el estado de los ganglios axilares fue en un estudio
realizado por Osborne’ y colaboradores. Siendo en 1993, Krag y cols.’, quienes
emplearon la sonda gamma para la radiolocalizacion del ganglio centinela, utilizando

posteriormente dicha técnica para el estadificacion del cancer de mama.

El ganglio centintela (“sentinel node”) etimoldgicamente significa una adenopatia
supraclavicular que constituye de forma frecuente el primer signo de una neoplasia
abdominal maligna, generalmente un adenocarcinoma gastrico. Pero, a lo largo de la
historia, el término de ganglio centinela ha pasado a definirse como la primera estacion
linfatica ganglionar con células metastdsicas de un tumor primario, siendo la
localizacion muy variable (supraclavicular, axilar, inguinal...), en funcion de la

localizacion del cancer.

La presencia de metastasis en los ganglios linfaticos axilares es el indicador pronéstico
mas importante en el cancer de mama®™®, La identificacion de metastasis en los ganglios

linfaticos y el numero de ganglios linfaticos positivos identificados se emplean en la
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estadificacion, con el objetivo ltimo de orientar el tratamiento de las pacientes. En las
pacientes con cancer de mama se ha confirmado la relacion del estado del ganglio

centinela con la presencia de metastasis en el territorio linfatico axilar®'®!121314,

Diversos trabajos han demostrado que el estudio del ganglio centinela tiene una
sensibilidad que varia entre 83,4 - 100% para la deteccion de metastasis ganglionares a
nivel axilar con el empleo de la histologia de muestras incluidas en parafina y tefidas
con hematoxilina y eosina®. El resultado del ganglio centinela negativo permite evitar la
gran morbilidad asociada a la linfadenectomia axilar (dolor, incremento en la estancia
hospitalaria y linfedema tanto agudo como cronico, con restriccion de los movimientos
alrededor del hombro)'®". Otra gran ventaja de la biopsia del ganglio centinela es la
realizacion de linfadenectomia axilar en el mismo acto quirurgico, si el resultado es
positivo, evitandose asi, una segunda intervencion. El estudio de dicho ganglio se puede
realizar mediante diferentes técnicas, bien sea inmunohistoquimica o reaccidon en cadena
de la polimerasa (PCR), permitiendo, de este modo, el diagndstico de micrometastasis

(deteccion de una célula tumoral en un millon de células normales).

La Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria (S.E.S.P.M.)"® define el
ganglio centinela, en funcion de las diferentes técnicas empleadas para el diagnostico

del mismo en el acto quirurgico. Por consiguiente, se determina como ganglio centinela:

- Desde el punto de vista de la gammagrafia, a aquel o aquellos que presentan
migracion desde el tumor mamario mediante un canal linfatico o, ante la no

evidencia de dicho canal, aquellos que aparecen en uno o varios territorios de
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drenaje linfatico. Por otro lado, se consideran ganglios centinelas secundarios a
aquellos que presentan una captacion del trazador con menor intensidad de
manera diferenciada.

- En segundo lugar, la S.E.S.P.M. considera como ganglio centinela si se emplea
el trazador isotopico, en el acto quirurgico, aquel que presenta una actividad
representativa 'y que estd ubicado en el 4rea preseleccionada
gammagraficamente. Considerandose secundario aquel que tenga menos del
10% del de méaxima actividad.

- Si en la técnica se emplea el colorante, y no el trazador isotdpico, se define
como ganglio centinela todo aquel que aparezca teniido de azul o al que fluye un

conducto linfatico azulado.

La correcta seleccion de las pacientes en las Consultas de Patologia Mamaria es de gran
importancia, siendo criterios de inclusion:

a. Carcinomas invasivos de menos de 3 cm. Se ha demostrado una alta
relacion entre el tamafio tumoral y el riesgo de micrometastasis a nivel
axilar®.

b. Axila clinicamente negativa.

¢. Carcinoma intraductal con microinvasion.

Los criterios de exclusion para la realizacion de la biopsia selectiva del ganglio
centinela son'®’:

1. La presencia de un estadio tumoral T4.
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2. El diagnéstico de un carcinoma inflamatorio, puesto que
existe obstruccion linfatica tumoral.

3. La presencia preoperatoria de afectacion ganglionar
mediante pruebas de imagen (ecografia) y, al menos, citologia, mediante
puncion aspiracion con aguja fina, compatible con metastasis de carcinoma de
las adenopatias sospechosas.

4, La existencia de linfadenectomia axilar previa, puesto que se
predispone que no existiria tejido axilar que permitiese la migracion, pero la
evidencia ha demostrado que si existe tejido y que la migracion, en estos casos,
es satisfactoria. Por consiguiente, podria plantearse la puncion y ulterior
realizacion del ganglio centinela si existe dicha migracion.

5. Antecedente de radioterapia mamaria y/o axilar previa.

Existen contraindicaciones relativas como son: tumor multicéntrico, cirugia previa,

protesis mamaria, radioterapia previa y quimioterapia previa. Segun el documento de

consenso de expertos, publicado en la revista Cancer en Marzo de 2010, la gestacion no

es una contraindicacion para el mapeo axilar con un radiotrazador, puesto que la dosis

de radioactividad es muy baja ?'.

Por otro lado es precisa la colaboracion de los Servicios de Medicina Nuclear, Anatomia

Patologica y Biologia Molecular, para la realizacion de la inyeccion y estudio del

ganglio centinela, el analisis intraoperatorio del mismo y el posterior estudio

inmunohistoquimico o mediante PCR de la muestra, respectivamente. Para el mapeo y

la biopsia del ganglio centinela se precisa o bien azul de metileno o bien un
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radiotrazador, pero en algunos estudios se afirma que para una correcta identificacion
del mismo es necesario el empleo conjunto de las dos técnicas, consiguiéndose asi una

mayor eficacia en la identificacion®.

Langer y cols.” realizaron un estudio con el fin de valorar el riesgo de recurrencia
axilar en todas aquellas pacientes con biopsia de ganglio centinela negativo para
malignidad o bien con diagndstico de micrometéstasis (tamafio mayor a 0,2 mm pero
menor a 2 mm), llegando a la conclusién que no existia mayor riesgo de dicha
recurrencia en estas pacientes en comparacion con aquellas mujeres sometidas a
linfadenectomia axilar™*. Por otro lado Rampaul y cols.” afirman que el significado
pronostico de las micrometastasis no se ha determinado en la actualidad y confirman la
necesidad de un mayor numero de estudios prospectivos para la determinacion de los
efectos sobre la supervivencia de dichas metastasis. La deteccion de micrometastasis en

los ganglios linfaticos axilares se ha descrito en un rango entre 9 a 46% *°.

La tasa de falsos negativos de la técnica de ganglio centinela (definida como Ia
frecuencia con que un ganglio centinela es negativo para malignidad teniendo el resto
de la axila cancer), segun numerosos estudios, varia entre 0 y 11% *. Este valor, durante
el estudio previo de validacion de dicha biopsia en el Hospital Clinico San Carlos

(H.C.S.C.), resulto ser del 0,2% *°.
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American Joint Committee on Cancer (A.J.C.C.)*” ha propuesto cambios de importancia
en la clasificacion TNM del cancer mamario dirigidos a una mas completa y
significativa estratificacion de las pacientes atendiendo a las nuevas técnicas
diagnésticas y a la introduccion de la biopsia del ganglio centinela. Los principales
cambios se refieren a: distincion basada en el tamafio tumoral entre micrometastasis y
células tumorales aisladas; empleo de identificadores de las nuevas técnicas,
inmunohistoquimicas y moleculares; clasificacion del estado ganglionar segun el
namero de ganglios con metéstasis y una nueva clasificacion de las metastasis de

ganglios infraclaviculares, de la cadena mamaria interna y supraclaviculares.

La clasificacion TNM propuesta en el momento actual se ha visto modificada por la
gran influencia de la técnica de la biopsia de ganglio centinela y la deteccion de

micrometastasis?’.
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VII. INMUNOHISTOQUIMICA EN EL CARCINOMA MAMARIO

El estudio anatomopatoldgico ha presentado una gran evolucion a lo largo del tiempo.
La determinacién de la histologia con la técnica de hematoxilina-eosina tiene varias
limitaciones, siendo una de ellas la distribucion irregular de las metastasis en el ganglio
linfatico™. La norma para la evaluacion anatomopatologica consiste en examinar uno o
mas cortes teflidos con hematoxilina-eosina de cada ganglio linfatico”. Los resultados
erroneos de ganglios negativos con esta tincion pueden ser debidos a la extraccion
limitada de muestras de tejido ganglionar. Mediante la evaluacion de niveles mas
profundos de los ganglios linfaticos de los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina o
mediante el empleo de la tincién inmunohistoquimica se detectaron en diversos estudios
metéstasis que en un principio no habian sido diagnosticadas '*****!. Por otro lado, las
tinciones de hematoxilina-eosina puede que no detecten metastasis lobulillares en los
ganglios centinelas que si se podrian diagnosticar gracias a métodos de
inmunohistoquimica. Las técnicas de inmunohistoquimica evidencian antigenos
producidos por las células tumorales mediante reacciones tintoriales. Las
determinaciones inmunohistoquimicas mas destacadas dentro de la patologia tumoral

mamaria son;

A. MARCADORES GENOMICOS.
i. Oncogén HER2-neu, también denominado c-erbB-2, ERBB2.
Protooncogén que codifica una proteina similar al receptor del

factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
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ii.

iii.

1v.

V1.

Vil.

Gen supresor p53. Localizado en el cromosoma 17, relacionado
con la duplicacion celular y la apoptosis.

Ciclina DI1. Su funcién es la proliferacion y normal
diferenciacion de la mama gestante.

Oncogén RAS o proteina p21. Relacionado con la transduccion
de estimulos proliferativos.

Oncogén c-myc.

Oncogén int-2.

Oncogenes apoptdticos, entre los que cabe destacar el Bcl-2.

B. OTROS MARCADORES.

ii.

iii.

1v.

V1.

Vil.

Receptores hormonales de estrogenos y progesterona.
Catepsina-D (CAT-D). Relacionada con la capacidad invasiva del
tumor, es una aspartil proteasa lisosdmica de sintesis estrogeno-
dependiente.

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

Proteina implicada en la respuesta hormonal, pS2.

Proteinas del shock calorico (HSP 27 y HSP70).

Cadherina-E. Relacionada con la adhesividad intercelular.

Otros marcadores estudiados: proteina relacionada con la
haptoglobulina (Hpr), mucinas epiteliales polimérficas (PEM),
marcadores de diferenciacion apocrina (GCDFP-44), beta-1-

glicoproteina especifica de la gestacion (SP-1), filamentos
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intermedios (vimentina), colagenasa IV, glicoproteina P

(relacionada con la respuesta al tratamiento con citostaticos).

Las técnicas de andlisis en el carcinoma mamario pueden ser: morfométricas,

fotodensitométricas, citometria de flujo y citodensitometria estatica.

El uso prospectivo de la inmunohistoquimica y los cortes seriados para el diagnostico

histologico del ganglio centinela incrementan la deteccion de micrometastasis y de

células tumorales aisladas, segiin Rydén y cols.™
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VIII. TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON
TRANSCRIPCION INVERSA (RT-PCR) EN EL GANGLIO

CENTINELA

La RT-PCR es una técnica que permite, como se ha dicho anteriormente, ver la
presencia de metastasis de células tumorales de mama en los ganglios linfaticos
mediante la deteccion de marcadores de expresion de genes presentes en el tejido
mamario (RNA mensajero, especifico del tipo de células). Como es conocido, las
metastasis linfaticas son el factor prondstico mas importante en esta patologia, pero hay
pacientes en estadio I (TINOMO) que fallecen de la propia enfermedad. Por
consiguiente, la mejor identificacion de las micrometastasis en los ganglios linfaticos
axilares puede llevar hacia un manejo mas correcto de la enfermedad, mejorando el
pronostico de la paciente. Para eso se precisa el estudio de diferentes marcadores de
carcinoma mamario hasta llegar a la determinacién del marcador ideal. El marcador
ideal de la mama, es decir, aquel presente en todas las células tumorales y siempre
ausente en los ganglios axilares no afectos o normales, no ha sido identificado en la

actualidad.

Las primeras secuencias que fueron descritas para su empleo en la PCR fueron: CK19,

MUC-1, maspin, VEGF, TGF-B, CEA y mamoglobina.

- Citoqueratina 19 (CK19). Es uno de los marcadores mas frecuentemente citados
en la literatura dentro del cancer de mama, predictor de la presencia de

micrometastasis en ganglios axilares. La determinacion de esta citoqueratina esta
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siendo estudiada no sélo en la prediccion de micrometastasis en el cancer de

mama sino también en los estadios precoces de cancer de cérvix™**.

Mucina implicada en la adhesion intercelular (MUC-1). Se ha descrito en
diversos estudios su sobreexpresion en el cancer de mama y su ausencia en los

ganglios linfaticos normales.

Maspin. Inhibidor de la proteasa sérica mamaria, se ha objetivado en algunos
estudios como un atractivo marcador, debido a su presencia en el cancer de
mama primario y metastatico, mientras que era ausente en sangre periférica de

pacientes sanos.

Factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), se puede encontrar elevado

en numerosas neoplasias.

Factor de crecimiento tumoral (TGF-B). Citoqueratina implicada en la

regulacion de la proliferacion del crecimiento tumoral.

Antigeno carcinoembrionario (CEA). Marcador de gran importancia implicado
en el cancer gastrico y colorrectal, al igual que en algunos casos de carcinoma
mamario. Existen estudios que determinan CEA mediante RT-PCR en nddulos

linfaticos y sangre periférica.
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Mamoglobina. La mamoglobina humana (h-MAM) fue identificada en 1996 por
Watson y Fleming®. Es un marcador expresado inicamente en tejido mamario
adulto y en el 80-95% de los tumores de mama primarios. La expresion de la
mamoglobina se ha observado en las células epiteliales de la mama, pero no en
células mioepiteliales ni del estroma mamario. La sensibilidad y especificidad de
la mamoglobina segin diversos autores es de 88% y 72% respectivamente™. La
forma bioldgicamente activa de la mamoglobina parece ser un complejo de la
misma y otro miembro de la familia, BU101, también conocida como lipofilina
B¥7%. En el estudio realizado por Nuifiez-Villar y colaboradores®’” se determin
que la expresion de la mamoglobina se asocia a un fenotipo tumoral de menor
agresividad. Otra via de estudio fue la realizada por Roncella y cols.*” donde se
describi6 la ausencia de h-MAM en aquellos tumores de mama pobremente
diferenciados desde el punto de vista histologico. Todos los trabajos
anteriormente citados confirman que la h-MAM es un marcador de gran
especificidad para el estudio del prondstico del cancer de mama primario,

3536373839041 " Por otro lado, diversos estudios

metéstasis 0 micrometastasis
preconizan que debido a la gran heterogeneidad del carcinoma mamario se
precisa la determinacion por RT-PCR de otros genes complementarios a la
mamoglobina. Zehentner y cols.* han estudio tres genes con este fin, estos son:
B305D, subunidad m del receptor tipo A de la y-aminobutirato (GABA®) y
B726P. La conclusion a la que se llega en este estudio es que el empleo de

mutiples marcadores produce un incremento de la sensibilidad diagndstica y

prondstico en el cancer de mama.
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Algunos estudios preconizan que los marcadores “ideales” que deberian determinarse

por RT-PCR debieran ser el CEA y la mamoglobina®,

Por otro lado, se han realizado estudios donde se ha demostrado que los marcadores
glicoproteina epitelial 2 y citoqueratina 19 son insuficientes para aportar informacién
que permita el manejo clinico adecuado de la paciente*. Existen marcadores
anteriormente expuestos que se han detectado mediante la técnica de PCR en pacientes
sanos comos son CEA, CK-19 y MUC-1, por tanto no serian marcadores ideales del

cancer de mama®.

Masuda y colaboradores*® realizaron un estudio donde se evidencia que la RT-PCR es
una prueba complementaria al analisis histopatologico de gran poder y sensibilidad para
la deteccion de micrometastasis en el ganglio centinela. Pero, aconsejan, que para el
manejo y el tratamiento de pacientes con micrometastasis es necesario la asociacion de
la PCR con determinaciones como: la ploidia, la amplificacion del c-erbB2, la expresion
de la proteasa y la deteccion de células tumorales diseminadas en sangre periférica y

médula dsea.

En la actualidad, se estan llevando a cabo estudios sobre la determinacion de la RT-PCR
cuantitativa en otros tipos de canceres, véase el cancer de esofago?’, para determinar si
aporta una mayor sensibilidad y especificidad a la RT-PCR estandar para la prediccion
de recidiva tumoral en pacientes con ganglios negativos en dicho cancer. En este estudio
se concluye que la sensibilidad y especificidad para dicha deteccion es de un 90% y

90%, respectivamente. El desarrollo de protocolos de RT-PCR cuantitativa rapida
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intraoperatoria en el cancer de mama podria aportar una alta sensibilidad en el analisis
del ganglio centinela en el mismo acto quirurgico y asi aportar una mayor informacion
de si es necesaria 0 no la realizacion de linfadenectomia axilar para el control de la

enfermedad .
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IX. CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

El desarrollo tecnoldgico de la expresion génica por “microarray” (matriz de DNA) ha
originado un impacto de gran importancia en la comunidad cientifica. La capacidad de
analizar la expresion de miles de genes es un experimento Unico que ha dado origen a
un gran avance en las respuestas de multiples cuestiones sobre el cancer de mama. Los

diferentes estudios revelaron cuatro subtipos moleculares de cancer de mama***

, estos
son:

- Luminal: Grupo de canceres de mama con elevada expresion de células
luminales mamarias, asociado a una disminucién del oncogén HER2-neu.
También expresan citoqueratinas de bajo peso molecular (CK7, CK8, CK18...).
Posteriormente se observd que este tipo de tumor podia dividirse en, al menos,
dos grupos, cuyas caracteristicas de evolucion clinica eran significativamente
diferentes™:

o Luminal A: Presenta, como caracteristicas, elevados niveles de expresion
de receptores de estrogeno y bajos niveles de genes relacionados con la
proliferacion celular. Generalmente poseen un grado histoldgico bajo y
buen pronostico.

o Luminal B: Normalmente se relacionan con alto indice de proliferacion
celular y elevado grado histologico, como consecuencia de todo ello,
poseen un peor pronostico que los canceres de mama del subtipo luminal
A.

- Basal o “triple negativo”: No expresa ni receptores hormonales ni el oncogén

HER2-neu, sin embargo expresan queratinas de alto peso molecular (CK5/6,

38



Introduccion

CK14) y P63 de forma semejante al epitelio basal. Es el subtipo de peor
prondstico, careciendo de dianas terapéuticas especificas en el momento actual.
HER2: Este grupo incluye pacientes con sobreexpresion del oncogén HER2-neu,
y receptores de estrogeno negativos. Son neoplasias de mal prondstico pero que
pueden ser tratados con trastuzumab, respondiendo de manera satisfactoria al
tratamiento quimioterapico neoadyuvante.

“Normal-breast like” (semejante a la mama normal): Subtipo molecular que
incluye tumores que sobreexpresan genes normales del tejido adiposo y otros

tipos celulares no epiteliales.
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Objetivos

Los objetivos de esta Tesis sobre el estudio biomolecular a tiempo real del ganglio

centinela en todas aquellas pacientes afectas de carcinoma de mama son:

1. Determinar los parametros de agudeza diagndstica de la practica a estudio, RT-

PCR cuantitativa intraoperatoria.

2. Realizar la validacion de la técnica RT-PCR a tiempo real, tras comparacion
analitica con la prueba de diagnoéstico “gold standard”, estudio anatomopatologico

definitivo.

3. Establecer el valor pronostico de la RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) en los
ganglios centinelas negativos de aquellas pacientes con cancer de mama, realizando
el estudio de supervivencia libre de enfermedad de las pacientes sometidas a un
intervencion de biopsia selectiva de ganglio centinela, siendo su estudio
intraoperatorio mediante la RT-PCR cuantitativa y mediante estudio intraoperatorio

de muestra congelada.
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Pacientes

I. PERIODO DE ESTUDIO

Este trabajo ha sido realizado durante el periodo de tiempo comprendido entre 2006-
2010 en el seno de un equipo multidisplinario dedicado a la atencién de pacientes
diagnosticadas de carcinoma mamario, con la colaboracion de los Servicios de
Obstetricia y Ginecologia (Secciéon de Patologia Mamaria), Analisis Clinicos
(Genomica), Medicina Nuclear y Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico “San
Carlos” de Madrid. Las pacientes fueron intervenidas quirirgicamente durante el

periodo 2006-2007.

II. POBLACION DE ESTUDIO

De un total de 240 pacientes sometidas a biopsia selectiva del ganglio centinela entre los
afios (2006 — 2007), se recoge una poblacion, para la realizacion de este trabajo, de 99
pacientes consecutivos, pertenecientes al area del Hospital Clinico “San Carlos”, de
Madrid. Este grupo de pacientes fue intervenido quirurgicamente por carcinoma de
mama y el diagnostico fue confirmado por andlisis histologico tanto de la pieza de
reseccion de la mama como del ganglio centinela en el mismo acto quirurgico,
constituyendo 180 ganglios centinelas a estudio. Las pacientes fueron informadas de
manera pormenorizada sobre el estudio y dieron su consentimiento por escrito previo a
la cirugia (Anexo 1 y 2), segiin se expresa en el protocolo de dicho hospital. El
seguimiento de la muestra es de 40 meses, constituyendo como eventos la recidiva

independientemente de su localizacion y los episodios de éxitus.
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IL 1. CRITERIOS DE INCLUSION DE LA POBLACION

Se realiza un estudio analitico prospectivo incluyendo como pacientes, todas aquellas
que cumplen los siguientes criterios de inclusion:
- Pacientes con diagnoéstico anatomopatologicos de carcinoma invasor de mama
menor o igual a 3 cm., con seguimiento en el Hospital Clinico “San Carlos”.
- Pacientes de sexo femenino.
- Realizaciéon de técnica selectiva de biopsia de ganglio centinela, con resultado

intraoperatorio “negativo” para malignidad.

I1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Los criterios que excluyeron a las pacientes del estudio fueron:
- Lapresencia de un estadio tumoral T4.
- El diagnoéstico de un carcinoma inflamatorio.
- La presencia preoperatoria de afectacion ganglionar mediante pruebas de imagen
(ecografia) y, al menos, citologia, mediante puncién aspiracion con aguja fina,
compatible con metastasis de carcinoma de las adenopatias sospechosas.

- La existencia de cirugia y/o radioterapia axilar previa.

La realizacion de un protocolo sobre la técnica de biopsia selectiva del ganglio centinela
ha originado la aparicion de controversias o contraindicaciones relativas establecidas
por el grupo de expertos reunidos en el afio 2009 por la Sociedad Espafiola de

Ginecologia y Obstetricia (S.E.G.0.)*. Los datos que conllevan una serie de dudas
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sobre su inclusion o no en los criterios de la biopsia del ganglio centinela son los

siguientes:

- Edad, debido fundamentalmente al deterioro de la circulacion linfatica en las
pacientes de edad avanzada. Por el contrario, este parametro no altera la
fiabilidad de la técnica, por consiguiente si la migracion del coloide es adecuada,
si se puede incluir pacientes de mayor edad en el estudio.

- El indice de masa corporal elevado, debido a la disminucioén de la migracion en
pacientes obesas.

- La presencia de un tumor multicéntrico, pero existe una evidencia limitada en
estos casos.

- Durante la gestacion no estd contraindicado el empleo del radioisotopo?,
mientras que no puede emplearse el colorante vital.

- Portadoras de protesis mamarias, la mayoria de los grupos no contraindican el
empleo de la biopsia del ganglio centinela en estas pacientes, porque no se ha
demostrado disminucion de la migracion del coloide.

- En la actualidad no existe una contraindicacién clara sobre pacientes que hayan
presentado una cirugia mamaria previa. So6lo en casos con mastoplastias de
reduccion amplias que producen una alteracion de la distribucion del territorio
linfatico podria plantearse la duda de no realizar esta técnica.

- No existe evidencia para recomendar una nueva realizacion de ganglio centinela
en aquellas pacientes sometidas a dicha técnica previamente y que presenten una

nueva recidiva tumoral.
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- Pacientes con mutacion del gen BRCA, pero sanas. En estas pacientes
candidatas para la realizacion de una mastectomia profildctica, la realizacion de
la biopsia selectiva del ganglio centinela no incrementaria la morbilidad y, por el
contrario, si beneficiaria a aquel porcentaje de pacientes con cancer de mama

oculto y posible afectacion axilar.

En el estudio no se excluyeron aquellas pacientes con tumor multicéntrico, antecedentes

de cirugia previa ni en portadoras de protesis mamaria.
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Metodos

L. METODOLOGIA CLINICA

La gran importancia de la primera consulta, a la que acude la paciente con sospecha de
cancer de mama, radica en una correcta orientacion para un diagnostico mas certero y
un rapido tratamiento. Cuando la paciente acude a dicha visita a la Seccién de Patologia
Mamaria, con sospecha de patologia oncoldgica, el especialista procede a Ia
confirmacion del diagnoéstico mediante la realizacion de una adecuada historia clinica,
exploracion mamaria y axilar con la solicitud de las pruebas complementarias precisas
de imagen (ecografia mamaria y/o axilar, mamografia, resonancia magnética nuclear,
tomografia axial computerizada, tomografia con emision de positrones) y de estudio de

la estirpe tumoral (puncidn-aspiracion con aguja fina, biopsia con aguja gruesa).

La indicacion de la realizacion de la técnica de la biopsia selectiva del ganglio centinela
se establece en la consulta de Patologia Mamaria del Hospital Clinico “San Carlos”,
segun los criterios de inclusion descritos previamente. Con el fin de realizar una
correcta estratificacion de las pacientes a estudio se realiza la clasificacion TNM en
funcion de la American Joint Committee on Cancer (A.J.C.C.)**! siendo la sexta

edicion la descrita en la Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion TNM del cancer de mama.

CLASIFICACION TNM
T TUMOR PRIMARIO
Tx El tumor primario no puede ser evaluado.
TO No evidencia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ.

Tis (DCIS) Carcinoma ductal in situ.
Tis (LCIS) Carcinoma lobulillar in situ.

Tis (Paget) Enfermedad de Paget® del pezon sin carcinoma asociado.

T1 Tumor <2 cm.
T1mic Microinvasion < 0,1 cm de dimension maxima.
Tla Tumor 0,1-0,5 cm.
T1b Tumor 0,5-1 cm.
Tlc Tumor 1-2 cm.
T2 Tumor > 2 pero < 5 cm.
T3 Tumor > 5 cm.
T4 Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared toracica o piel.
T4a Extension a pared toracica (no incluye musculo pectoral).
T4b Edema (incluye piel de naranja) o ulceracion de piel de mama, o

nodulos cutaneos satélites confinados a la misma mama.
T4c T4a + T4b.

T4d Carcinoma inflamatorio**.
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N GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (Clinica)
Nx No puede evaluarse.

NO No metastasis en ganglios regionales.

N1 Metastasis en ganglios axilares ipsilaterales moviles.
N2

N2a  Metastasis en ganglios axilares ipsilaterales fijos o adheridos entre si o a otras
estructuras.

N2b Metastasis en ganglios de la mamaria interna ipsilateral clinicamente aparentes
(en ausencia de metastasis axilares clinicamente evidentes).

N3

N3a Metastasis en ganglios infraclaviculares ipsilaterales y ganglios axilares.

N3b Metéstasis en ganglios de la cadena mamaria interna ipsilateral y ganglios
axilares.

N3¢ Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales con o sin simultdnea

afectacion de ganglios axilares y/o de cadena mamaria interna.

pN GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (Patologicos)
pNx No pueden evaluarse (por ejemplo, previamente eliminado, o no se elimina

para estudio patologico).

pNO No metéstasis ganglionares regionales histolégicamente, sin examen adicional

de las células tumorales aisladas (ATC) ***,
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pNO (i -) No metéstasis ganglionares regionales histologicamente, IHC negativo.

pNO (i +) No metastasis ganglionares regionales histologicamente, IHC positiva con

ATC.

pNO (mol -) No metastasis ganglionares regionales histologicamente, hallazgos

moleculares negativos (RT- PCR).

pNO (mol +) No metastasis ganglionares regionales histoldgicamente, hallazgos

moleculares positivos (RT- PCR).

pN1 Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares, y / o en los ganglios

mamarios internos con afectacion microscopica detectada por diseccion del

ganglio linfatico centinela pero no clinicamente aparente.

pN1 (mi) Micrometastasis (mayor de 0,2 mm, no superior a 2,0 mm).

pNla Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares.

pN1b Metastasis en ganglios mamarios internos con afectacion microscopica
detectada por diseccion del ganglio linfatico centinela pero no clinicamente

aparente.

pNlc Metéastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares y en ganglios linfaticos mamarios
internos con afectacion microscopica detectada por diseccion del ganglio
centinela pero no clinicamente aparente (la afectacion mamaria interna

asociada con mas de 3 ganglios linfaticos axilares positivos se clasifica para

48




Metodos

reflejar el aumento de la carga tumoral).

PN2  Metastasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares, o en ganglios linfaticos mamarios
internos clinicamente con afectacion aparente en ausencia de metéstasis en

los ganglios linfaticos axilares.

pN2a Metastasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares (al menos un deposito tumoral

mayor de 2,0 mm).

pN2b Metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos clinicamente detectables

en ausencia de metéstasis en ganglios linfaticos axilares.

pN3 Metastasis en 10 o mas ganglios linfaticos axilares, o en los ganglios
infraclaviculares, o en ganglios mamarios internos ipsilaterales clinicamente
detectables; en presencia de 1 o mas ganglios linfaticos axilares positivos, o en mas
de 3 ganglios linfaticos axilares clinicamente negativos con metastasis en los

ganglios mamarios internos, o en los ganglios supraclaviculares ipsilaterales.

pN3a Metastasis en 10 o mas ganglios axilares, con al menos un deposito tumoral

mayor de 0,2 cm, o metastasis en ganglios infraclaviculares.

pN3b  Metastasis en ganglios mamarios internos ipsilaterales clinicamente
detectables en presencia de 1 o més ganglios axilares afectados; o en mas de 3
ganglios axilares y en ganglios de la mamaria interna con afectacion
microscopica con diseccion del ganglio centinela, pero no clinicamente

aparente.
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pN3c  Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales.

M METASTASIS A DISTANCIA
Mx Desconocidas.

Mo No existen.

M1 Si existen.

*ENFERMEDAD DE PAGET: Tumor maligno de la mama poco frecuente. Posee
células caracteristicas, las células de Paget, que son claras, redondeadas y con pérdida
de los puentes intercelulares. Origina una lesiéon en el complejo areola-pezon

pruriginosa y eccematosa.

**CARCINOMA INFLAMATORIO (T4d): Produce metastasis con gran rapidez, por
lo que es considerado un cancer de mal prondstico. Su manifestacion clinica
fundamental es similar a un proceso inflamatorio por invasion de los linfaticos
superficiales. El tratamiento de eleccion es comenzar con tratamiento sistémico
asociado o no a radioterapia, valorando en un segundo tiempo la realizacion de

tratamiento quirargico.

50




Metodos

#+*CELULAS TUMORALES AISLADAS (ATC): se definen como células tumorales
unicas o grupos de células pequetias no superior a 0,2 mm, por lo general s6lo detectado
por inmunohistoquimica (IHC) o métodos moleculares, pero que puede ser verificada en

estudios con hematoxilina-eosina.

El proceso llevado a cabo en el estudio se muestra en el algoritmo representado en la
Figura 6, donde se visualiza de manera esquematica los diferentes pasos por los que la

muestra del ganglio centinela va a transitar.
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240 pacientes con cancer de mama con indicacion de
biopsia selectiva del GC durante los afios 2006-2007

}

99 pacientes (180 ganglios centinela) con estudio
completo (sin degradacion de RNA)

}

¢ !

Intervencion quirtirgica

Puncidn del radiocoloide <—

l Gammagrafia
Localizacion y extraccion del GC
SPECT-TAC
¥ ™
RT-PCR + RT-PCR - \ / Si+ para malignidad
N K )
Comparacion de los dos i
Valoracién del tiempo libre procedimientos Linfadenectomia

de enfermedad

Figura 6. Algoritmo del procedimiento realizado en el estudio presentado. GC: Ganglio
centinela. S°: Servicio. SPECT-TAC: Tomografia computarizada por emision de fotones
simples-tomografia axial computarizada. RT-PCR: Técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa con transcripcion inversa.
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II. METODO DE LOCALIZACION DEL GANGLIO CENTINELA

En el Hospital Clinico “San Carlos” la técnica de la biopsia selectiva del ganglio
centinela se realiza mediante la inyeccion de un is6topo radiactivo Tc-99m (tecnecio 99
metaestable) a una dosis de 0,1 mCi (3,7MBq). La administracion es intradérmica y se
puede realizar en diferentes puntos: intratumoral, peritumoral o subareolar. En nuestro
centro se realiza a nivel subareolar por ser la localizacién que mejores resultados de
migracion ha aportado tras la validacion de la prueba®. La inyeccion se debe
administrar con un minimo de 4 horas y un maximo de 24 horas con respecto a la

cirugia, en funcion de la dosis y de la vida media de is6topo radiactivo.

Posteriormente se lleva a cabo una gammagrafia y una tomografia computarizada por
emision de fotones simples-tomografia axial computarizada (SPECT-TAC), por parte
del Servicio de Medicina Nuclear. La realizacién del SPECT-TAC se realiza puesto que
en un estudio realizado en el afio 2008, en el Hospital Clinico “San Carlos”, se concluyo
que ganglios no detectados en la gammagrafia planar si se visualizaban mediante el
SPECT-TAC, disminuyendo asi el numero de falsos negativos, y se demostrd que
depositos interpretados en la gammagrafia como ganglios correspondian a captacion

fuera del territorio linfatico, disminuyendo asi el nimero de falsos positivos®.

A todas las pacientes incluidas en este estudio se les inyecto, el dia previo a la cirugia,
nanocoloides marcados con *™Tc¢ con un tamafio de particula inferior a 80 nandmetro
(nm), en cuatro jeringas de 1 mCi y 0,2 ml de volumen cada una. Se practicaron 4

inyecciones intradérmicas periareolares.
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La adquisicion de las imagenes se realizdo pasados entre 60 y 90 minutos tras la
inyeccion, llevandose a cabo imégenes planares 60 minutos después de la inyeccion e
inmediatamente después se realizé el estudio SPECT-TAC. No obstante, se dieron
casos donde no se observd migracion a los ganglios linfaticos, por consiguiente se
adquirieron las imagenes a las 20 horas postinyeccion. Las proyecciones de dichas

imagenes planares fueron dos, una anterior y otra lateral del lado de la lesion.

Para las imagenes planares se utilizd una gammacamara convencional de dos cabezas
(Sopha Camera DST; Sopha Medical Vision International, Bue Cedex, France) con
colimadores de baja energia y resolucion ultra alta (LEUHR). En segundo lugar, para el
estudio SPECT-TAC se utilizé un equipo compuesto por una gammacamara de dos
cabezas con un tubo de rayos X de baja dosis (Infinia Hawkeye 4, General Electric
Medical System, Milwaukee WI, USA) con colimadores de baja energia y alta
resolucion (LEHR). Un ejemplo de un caso donde se realizé gammagrafia y posterior

SPECT-TAC se muestra en la Figura 7°%.
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LAT 1ZQ ANT

LAT 1ZQ ANT

Figura 7. Imagen de gammagrafia convencional donde se visualiza un unico deposito
de radiotrazador, en las imagenes planares, con un posible trayecto hacia ¢l. La SPECT-
TAC demuestra dos ganglios centinela, uno mas caudal, a la derecha, y el segundo mas
craneal, a la izquierda, ambos en el nivel I de Berg™.
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III. METODO QUIRURGICO

La técnica quirurgica, empleada en el estudio, consiste en la realizacién de una incision
a nivel axilar con posterior visualizacién directa para realizar la diseccion del ganglio
centinela, de este modo cualquier ganglio de caracteristicas inflamatorias debe ser
extirpado para su posterior estudio, al igual que todos los ganglios marcados. Para la
busqueda del ganglio centinela se emple6 una sonda gammadetectora (Europrobe,
Eurorad, Strasbourg, Francia) con un cristal de teluridio de cadmio (CdZnTe) de 5 x 5 X
3 mm’ disefiado para medias energias (20—170 KeV). Se extirparon el ganglio linfatico
con mayor actividad (cps) y todos los ganglios con una actividad superior al 10 % de la
mostrada por aquel. A estos ganglios se les realiza un contaje “in vivo” y otro “ex vivo”
y se envian para biopsia intraoperatoria. Posteriormente se conservan en tubos con RNA
Later® (Ambion) para que no se degrade el RNA vy, a continuacion, se transportan al

Servicio de Genomica.

Si el resultado intraoperatorio del ganglio centinela resulta “positivo” para malignidad
se realiza linfadenectomia axilar en el mismo acto quirtirgico. También es preciso, la
extrapolacion del valor del contaje de la base, es decir, el contaje del resto de la axila,
que debe ser inferior al 10% del contaje “ex vivo” mas alto de los ganglios centinelas, o
bien, ser inferior a un 25% del contaje “ex vivo” mas bajo de los mismos, con el

objetivo ultimo de verificar la ausencia de algun otro ganglio centinela.

La recogida de muestras del ganglio centinela debe realizarse con gran cautela, puesto

que exige una serie de precauciones a tener en cuenta:
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Reducir al minimo el riesgo de contaminacion de la muestra del ganglio linfatico
con tejido mamario o tumoral primario. Esto se debe a la posibilidad de obtener
un falso positivo en el analisis. Con el objetivo de disminuir esta contaminacion
se debe realizar la recogida con instrumental quirdrgico y bandejas quirargicas

limpias.

El tejido de la muestra se deberad colocar en un recipiente de transporte, con la

identificacion adecuada.

Para disminuir el riesgo de degradacion del RNA es preciso que el ganglio

linfatico se prepare lo antes posible. El tejido permanece estable a temperatura

ambiente durante 45 minutos después de su extraccion.
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IV. METODO DE ANALISIS DE GANGLIO CENTINELA Y PIEZA

TUMORAL

IV.1. ESTUDIO POR HEMATOXILINA-EOSINA E INMUNOHISTOQUIMICA

Para intentar conseguir una mayor uniformidad de las muestras, los ganglios linfaticos
se dividen en multiples secciones (1,5 a 3 mm), y estos a su vez se alternan tanto para
estudio histologico como para el estudio con RT-PCR en tiempo real. Un ejemplo de la

distribucién compartida de los ganglios linfaticos se muestra en la Figura 8.

Las secciones de tejido seleccionadas para estudio histoloégico fueron procesadas para
citologia intraoperatoria y/o cortes congelados, y para tincidon permanente con

Hematoxilina-Eosina, acorde a lo estandarizado por el Servicio de Anatomia Patologica.

Ejemplo de cortes en funcion del
tamafio del ganglio centinela extraido
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4/\‘

Cortes seleccionados para Cortes seleccionados para
estudio molecular estudio anatomopatologico

Figura 8. Distribucion de las secciones realizadas en un ganglio centinela para posterior

estudio en Biologia Molecular y Anatomia Patologica.

Cuando el ganglio centinela llega al Servicio de Anatomia Patoldgica se secciona en
tres partes, y cada una de ellas se emplea para: realizar estudio citologico, estudio en
parafina, inmunohistoquimica y microsecciones para determinar micrometastasis,
siempre que sea posible por el tamafio del ganglio, y, la Gltima porcion, se guarda para
futuros estudios. Se llevara a cabo linfadenectomia axilar en aquellos casos de biopsia
intraoperatoria maligna o biopsia diferida que informe de positivo para malignidad,
tanto si se diagnostican macrometastasis como micrometastasis. Por el contrario, no se

realizara este acto quirtrgico si el resultado de RT-PCR es positivo para malignidad.

En Anatomia Patolégica, el estudio en la pieza tumoral de los receptores
inmunohistoquimicos, tales como los de origen hormonal (de estrégenos y

progesterona), el oncogén HER-2neu y el indice Ki 67, también posee una gran

59



Metodos

relevancia. La positividad de la muestra tumoral para los receptores hormonales se

puede agrupar de diferentes maneras, claro ejemplo de ello es, la clasificacion por

cruces (+/+++; ++/+++; +++/+++), por porcentaje (<25%; 25-50%; >50%), o bien por
fracciones (x/8). En el estudio presentado la distribucion de los receptores hormonales
se realizd mediante porcentajes, aunque en el momento actual se estd estableciendo

mediante fracciones.

En segundo lugar, el oncogén HER-2neu™ se puede determinar de diversas formas:

- Técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). Esta técnica determina Ia
sobreexpresion de la proteina HER-2neu mediante anticuerpos dirigidos
especificamente contra un epitopo de dicha proteina en el tejido tumoral. A
causa de su elevada sensibilidad y especificidad, al igual a que es una técnica
econdémica, es la mas empleada. Los tumores cuya tinciébn es mas intensa se
consideran positivos. Esto es valorado por el observador, mediante una escala
semicuantitativa, organizada desde el 0 al 3, siendo el 0 la ausencia de deteccion
y el 3 la expresion intensa. Por consiguiente se considera que el oncogén HER-
2neu es positivo si el valor es 3+, negativo si es 0 o 1+ y dudoso si es 2+.

- Técnicas de FISH (fluorescence in situ hybridation). Se realiza la deteccion de la
amplificacién del gen HER-2neu, evaluando de manera directa el nimero de
copias del gen, gracias a sondas de ADN complementario marcadas para
detectar las secuencias especificas por hibridacion y comparandolo con un
control. Esta técnica posee una elevada sensibilidad y especificidad, superior a la

IHQ, pero es mas cara y no esta disponible en todos los centros. Mediante dicha
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técnica se consiguen resultados positivos o negativos, es decir cuantitativos y
objetivos, y permite discriminar la positividad en casos de THQ 2+.

- Técnicas de CISH (chromogenic in situ hybridation). Dicha técnica es similar a
las del FISH, pero emplea sondas marcadas con peroxidasa. Se pueden

considerar similares al FISH, pero falta experiencia en su empleo.

En el estudio presentado el oncogén HER-2neu se estudia mediante las dos primeras
técnicas, IHQ y FISH (Figura 9), habiéndose obtenido el mayor nimero de resultados

mediante THQ.

Muestra del tumor

l

0/1+ 2+ 3+

HER-2neu HER-2neu
negativo positivo

/N N

Negativo Positivo

Figura 9. Esquema sobre las recomendaciones para la determinacion
del oncogén HER-2neu™.

La positividad de la muestra tumoral para el indice Ki 67 se va a agrupar mediante una

distribucidn seglin porcentajes (<25%; 25-50%; >50%).
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IV.2.  METODOLOGIA BIOMOLECULAR (DETERMINACION DE MARCADORES

MEDIANTE TECNICA DE RT-PCR)

La determinacion de los marcadores utilizados para el diagnostico de micrometéstasis
en el ganglio centinela ha sido realizada en el laboratorio de Biologia Molecular del

Hospital Clinico “San Carlos”.

La técnica empleada para el andlisis del ganglio centinela ha sido la RT-PCR (retro-
PCR). Esta técnica es la combinacién de la reaccion en cadena de la polimerasa y
transcripcion reversa. Se han utilizado dos tecnologias:

a) RT-PCR convencional.

b) RT-PCR a tiempo real.

En el diagnéstico de las micrometastasis se han analizado dos marcadores,
mamoglobina (MQG) y citoqueratina 19 (CK 19). La RT-PCR permite el andlisis de estos
marcadores en el tejido ganglionar. Tanto la MG como la CK 19 se expresan en el tejido
de origen mamario y, por tanto, son indicadores de micrometastasis en el ganglio

centinela.

1V.2.a. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Debido a que para el estudio de la expresion de los marcadores necesitamos trabajar a

partir del RNA, la determinacion de los mismos debe realizarse bajo condiciones libres
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de RNasas. Ademads existen una serie de sustancias que pueden interferir en la técnica,

COomo son:

- Si existe presencia de grasa se debera recortar de las secciones del tejido que se

vaya a emplear en el andlisis, evitandose, de ese modo, resultados erroneos.

- Pacientes con diagndstico de otro tipo de cancer, por ejemplo el linfoma, pueden
no ser candidatos adecuadas para el analisis de la técnica de reaccion de RT-PCR.
Esto se debe a que los ganglios linfaticos de estos pacientes pueden dar un resultado

falso positivo.

- La contaminacion de la muestra con tejido mamario o tumoral primario puede dar

un resultado falso positivo.

- Por el contrario, ni colorantes de rastreo ni el tecnecio 99 son sustancias que

interfieran en la reaccion de RT-PCR a tiempo real utilizada en nuestro centro.

Una vez extraido el ganglio centinela en el acto quirtrgico, se recoge una porcion de la
muestra para la realizacion del estudio biomolecular. Para ello, es preciso la
preservacion del ganglio centinela en una solucion estabilizadora de RNA, RNA Later®
(Ambion) que va a permitir el traslado y conservacion, en condiciones 6ptimas, hasta el

laboratorio de Genomica.
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En el Servicio de Gendmica se procede a la extraccion del RNA de los tejidos mediante
el RNAeasy Mini Kit (Qiagen). Las muestras ganglionares se homogenizan en una
mezcla de B-mercaptoetanol y un tampon especifico (buffer) de lisis y tras varias etapas
consecutivas de lavado y centrifugado, se aisla el ARN diluido en agua destilada. El
ARN extraido se mantiene congelado a —80°C. El objetivo ultimo es obtener entre 0,3 y

3 ng de RNA total por cada miligramo de tejido de la muestra del ganglio centinela.

IV.2.b. TECNICA RT-PCR CONVENCIONAL

Después de haber extraido el RNA se lleva a cabo la RT-PCR para el analisis de la
expresion de la CK19 y de la MG, de manera independiente. Ambos métodos se
analizan mediante un kit de OneStep RT-PCR (QIAGEN). En la RT-PCR de laCK 19y

de la MG se emplean unos cebadores (primer) de RNA especificos, Tabla 3 y 4.

Tabla 3. Primers empleados en la RT-PCR convencional de la citoqueratina 19.

Primer Sentido: 5> — AGA TGA GCA GGT CCG AGG TTA-3’

Primer AntiSentido: 5° — CCT GAT TCT GCC GCT CAC TAT CA-3’

Tabla 4. Primers empleados en la RT-PCR convencional de la mamoglobina.

Primer Sentido: 5° — CAA ACG GAT GAA ACT CTG AGC AAT GTT GA-3°

Primer AntiSense: 5° — TCT GTG AGC CAA AGG TCT TGC AGA-3’
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Se prepara la mezcla de reaccion compuesta por diferentes elementos, mostrados en la

Tabla 5.

Tabla 5. Mezcla de la reaccion para el estudio de la citoqueratina 19 y
mamoglobina, mediante el OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN). Primer S:
Primer Sentido. Primer AS: Primer Antisentido.

CITOQUERATINA 19 y MAMOGLOBINA

Componente Volumen Concentracion Final
Agua sin RNasas I ul --
5x Buffer Sul Ix
dNTP Mix 1 pl 400 mM de cada ANTP
Primer S I ul 0,6 uM
Primer AS 1l 0,6 uM
Enzime mix 1 pl --
RNA S5ul -

La mezcla de enzimas que se emplea para realizar la reaccion con el RNA contiene: la
enzima retrotranscriptasa, la enzima Taq polimerasa, los dinucleodtidos trifosfato

(dNTPs), los primers y un tampoén especifico de cloruro magnésico.

Tras realizar una adecuada mezcla de la reaccion con el RNA del ganglio centinela a
estudio, se procede a la amplificacion de dicho RNA mediante un termociclador, que
somete a la mezcla obtenida a diferentes ciclos de temperatura y tiempo diferentes (34

ciclos), Tabla 6.
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Tabla 6. Ciclos del programa del termociclador para la amplificacion
del RNA de la citoqueratina 19 y mamoglobina.

CITOQUERATINA 19 MAMOGLOBINA
1 ciclo 50°C durante 30 minutos  50°C durante 30 minutos

1ciclo 95°C durante 15 minutos  95°C durante 15 minutos

94°C durante 30 segundos 94°C durante 30 segundos
30 ciclos 60°C durante 30 segundos 65°C durante 30 segundos

72°C durante 1 minuto 72°C durante 1 minuto

1 ciclo 72°C durante 10 minutos  72°C durante 10 minutos

1ciclo 4°C indefinido* 4°C indefinido*

La diferencia a la hora de realizar la amplificacion del DNA para la citoqueratina 19 y la
mamoglobina es la temperatura annealing, que en el caso de la citoqueratina 19 es de
60°C durante 30 segundos, mientras que la mamoglobina es de 65°C durante 30

segundos. Esta temperatura de annealing es la que da la especificidad de la reaccion.

A continuacion, se procede a realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%,
empleandose 130 V durante 70 minutos. Posteriormente, la muestra se somete a la
accion de luz ultravioleta con lo que se observa la migracion, de los amplificados de
DNA de cada paciente, en funcion del peso molecular, al igual que la migracion del
marcador del peso molecular (Figura 10 y 11). La positividad de la muestra a
citoqueratina 19 y mamoglobina serd en todos aquellos casos en los que se observe una

banda de peso molecular acorde al tamaiio del amplificado.
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En el caso de la PCR de la citoqueratina 19 se amplifican dos productos, s6lo uno de

ellos es la citoqueratina 19, puesto que se confirmé mediante secuenciacion.

HHHHH“P-—!F-—-

H -

uuﬁﬁuuUuUE

Figura 10. Migracion tras electroforesis observada mediante
luz ultravioleta del DNA amplificado para la citoqueratina
19, de cada paciente, y del marcador del peso molecular.
Resultando positivo los casos nimero: 185, 186y 191.
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Figura 11. Migracion tras electroforesis observada
mediante luz ultravioleta del DNA amplificado para la
mamoglobina, de cada paciente, y del marcador del peso
molecular. Resultando positivos para mamoglobina, los
casos numero: 179, 180 y 342.
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Si el resultado de las muestras de ganglio centinela resultan negativas tanto para
citoqueratina 19 como para mamoglobina, se debe valorar la integridad del RNA
estudiado. Para comprobar dicha integridad se debe correr el RNA total en un gel de
agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente se procede a tefiir con
bromuro de etidio y, por Ultimo, se expone a radiacion ultravioleta. Como resultado, se
debe observar las bandas de las subunidades 28S y 18S del RNA ribosomico, para
confirmar que el RNA a estudio posee una adecuada integridad. Si no fuera de este
modo, es decir el RNA no se encuentra de manera integra, no se puede asegurar que el

ganglio centinela sea negativo con certeza.

La técnica RT-PCR convencional conlleva, por lo tanto, cinco pasos bien definidos, la
preservacion del ganglio centinela en RNA later, la extraccion adecuada del RNA, la
RT-PCR de la citoqueratina 19 y de la mamoglobina, la realizacion de la electroforesis
en un gel de poliacrilamida y, por ultimo, la valoracion de la integridad del RNA en
todos aquellos casos de resultado negativo para malignidad en el ganglio a estudio. Por
consiguiente, es una técnica cuyo resultado no se va a obtener el mismo dia de la

intervencion quirtrgica.

IV.2.c. TECNICA RT-PCR A TIEMPO REAL

En el Laboratorio de Genémica se lleva a cabo la técnica RT-PCR a tiempo real
mediante el GeneSearch™ Breast Lymph Node (Veridex), que permite el estudio de la
expresion del RNA de los marcadores: mamoglobina y citoqueratina 19 para estudiar la

posible presencia de micrometastasis. Este analisis emplea la RT-PCR a tiempo real
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para generar datos cuantitativos de expresion de genes como la mamoglobina y la
citoqueratina 19. Los resultados de la expresion se aplican contra criterios
predeterminados para proporcionar un resultado cualitativo (positivo o negativo para

micrometastasis), siendo datos objetivos no operador dependiente.

La RT-PCR a tiempo real se realiza mediante el GeneSearch™, que emplea una
reaccion homogénea, de un paso y completamente controlada, incluyendo tres
marcadores génicos (mamoglobina, citoqueratina 19 y un gen de control interno, el
porfobilinégeno desaminasa, PBGD), detectados gracias a sondas de DNA especificas
de la secuencia. La RT-PCR a tiempo real asi como la interpretacion de los resultados se
llevo a cabo en el Smart Cycler siguiendo las indicaciones preestablecidas del

distribuidor.

Los resultados se obtienen a partir del valor del ciclo umbral (threshold cycle o Ct). El
Ct es el ciclo en el que se produce un aumento significativo de la sefal de fluorescencia
asociada con un crecimiento exponencial del producto de la PCR. Si los controles
externos incluidos en el kit de amplificacion son vélidos, entonces el valor génico de la
muestra se compara con los valores umbrales de Ct que son especificos de cada

marcador (Figura 12).
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Los controles externos que deben ser incluidos en cada amplificacion son:

= Control positivo: tiene marcadores de cancer tinicamente (MG y CK19).

= Control negativo: contiene PBGD solamente.

Siendo los valores umbrales de cada control:

- Mamoglobina: Ct menor o igual a 31.

- PBGD: Ct menor a 36.

Citoqueratina 19: Ct menor o igual a 30.

Crear experimento Comprobar estado Detener experimento Definir ensayos Definir graficos Mantenimiento
3 : N 4|1 de sitin|ld. de musstral
Experimento: 14 Hag SPEC
ganglio 22-06-07 A10 Caontral posi
A1 Caontrol neg.
Usuario: mme 712 SPEC
A13 SPEC
Iniciada: Jun 22, 2007 01:17 PM A4 SPEC
Finalizado: Jun 22, 2007 01:38 PM A19 SPEC
A8 SPEC
Estado: Realizado
Notas: ‘
i |
[l [»]
Wistas 4 1d de Id. del Id. de Resultado de| Resultado de| Cddigo de Tipo de Motg
Resultados de pacie ' sitio paciente muestra BnEay0 Cl erronaviso muestra
de mue:
Curva de AS 173 SPEC Aprobado SPEC
A10 Caontrol posi... Malido Aprobado PC 1
A1 Control neg. alido Aprobado MNC 1
_ A 57 FEC Aprobado C
Ensayo: Veridex BLN Assay A 5 FEC o disp c
Ensayo de diagndsticos in vitro A FEC o disp c
" A FEC o disp. C
Informacidn de ensayo (Entrada ma... AT PEC o disp c
N° lote Fecha caducidad
Mo172 20070816
Numero de sitios: 8
‘ I
| Guardar experimento ‘ | Exportar ‘ | Informe | ‘ Seleccionar graficos | ‘ Ver otro | ‘ Eliminar | | Actualizar analisis ‘

Figura 12. Resultados obtenidos mediante RT-PCR a tiempo real.
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Los resultados que pueden ser obtenidos en funcion del valor de Ct son:

* Siel valor de Ct de uno o ambos marcadores génicos es inferior al valor umbral
y el control interno es inferior al valor umbral, se determina que la muestra es
positiva.

* Si el valor de Ct de ambos marcadores génicos es superior al valor umbral y el
control interno es inferior al valor umbral, se determina que la muestra es
negativa.

* Siel valor Ct del control interno es superior al valor umbral se determina que la
muestra es no valida.

* Si los controles externos no son validos se determina que todo el proceso de

amplificacion es no valido.

Las limitaciones de la RT-PCR en tiempo real empleada en el Hospital Clinico “San

Carlos” son las siguientes:

- La contaminacion de la muestra con tejido mamario (normal, benigno o maligno) o
ganglionar mamario de otro paciente puede aportar resultados erroneos.

- Los resultados del analisis pueden no ser informativos si la calidad y/o cantidad de
la muestra ganglionar es insuficiente.

- Si el peso del tejido es inferior a 50 mg puede provocar un indice mas alto de

pruebas no validas del analisis empleado.
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El arbol de decision que se emplea para determinar el resultado del paciente es el

representado en la Figura 13.

Resultadozno . Femltados
validos de E.: ;:11;3;1;:5 vilidos dz
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positivo de los pacientes frent= a los
marcadores 7 | Caiores umbral del

analiziz

Evaluar loz Uno o mis

remultados de los resultados

coniroles positives de los
infzrnos en fodas marcadoras
la= mmestras

Fe=ultado
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Uno o mis Todos los la pacients

rezultados no resultados da
validos dz los confroles
C_DHHDIES nternos validos
interno l
Resultado no Re=ultado
vilidn de 1a negativo de
pacients la paciente

Figura 13. Arbol de decision empleado para la determinacion del
resultado del paciente.
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Como conclusion, la técnica RT-PCR a tiempo real solo posee dos pasos en su
realizacion, uno de ellos es la extraccion del RNA vy, el segundo, la realizacion de la
RT-PCR mediante sondas especifcias para cada marcador (mamoglobina, citoqueratina
19 y el controlador interno) a tiempo real. De este modo, se consigue un resultado de

positivo o negativo para malignidad en un tiempo aproximado de 20 minutos.
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V. METODOLOGIA ESTADISTICA

Con los datos obtenidos de este estudio se realiza un estudio descriptivo de las

variables, extrapoladas de la historia clinica, que se muestran a continuacion:

1. Datos de filiacion de la paciente: nombre y apellidos, nimero de teléfono,
numero de historia clinica, edad.

2. Antecedentes personales como la presencia de alergia a algin medicamento o
cualquier dato patoldgico de interés, o los antecedentes de intervenciones
previas.

3. Antecedentes gineco-obstétricos. En este apartado es de importancia recoger
datos como: la fecha de la ultima regla; toma de algiin tratamiento hormonal a lo
largo de la vida de la paciente; el nimero de gestaciones, especificando nimero
de partos y abortos. También se revisa el dato sobre la administracion puerperal
de lactancia materna o artificial.

4. Dentro de los antecedentes familiares, es de gran relevancia el estudio de la
presencia de algiin familiar con cancer de mama, ovario, colon o cualquier otro
tipo de neoplasia.

5. Se debe indicar la manera de diagnosticar el tumor por primera vez: si fue
gracias a una exploracion por parte de la misma paciente o de un profesional
médico; o bien si se realizo el diagnostico gracias a una prueba complementaria
(ecografia, mamografia...), siendo un hallazgo casual.

6. Datos de exploraciéon mamaria, con la evidencia o no de nodulo palpable.
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7. Se procede a la recogida de las pruebas complementarias realizadas, asi como

los resultados obtenidos:
o Ecografia mamaria.
o Mamografia convencional o digital.
o Resonancia magnética.

8. Especificar el método de realizacion del diagndstico de confirmacion
anatomopatologico:

o P.A.AF. (puncion-aspiracion con aguja fina).
o B.A.G. (biopsia con aguja gruesa).

9. Resultado anatomopatologico del tumor, con la descripcion del tamafio de la
pieza quirargica, estirpe tumoral y receptores inmunohistoquimicos.

10. Numero de ganglios centinelas observados en la migracion y detectados en el
campo quirirgico.

11. Contaje en el punto de inyeccion, de los ganglios centinelas “ex vivo” y de la
base.

12. Resultado anatomopatoldgico de la biopsia intraoperatoria. En dicho estudio se
valoran los siguientes marcadores: el tamafio y la estirpe tumoral, el grado de
diferenciacion histologico y los marcadores inmunohistoquimicos.

13. Resultado de biologia molecular de los ganglios centinelas, mediante RT-PCR
manual y a tiempo real. En el estudio biomolecular, se establece un control del
nimero de casos negativos y positivos para malignidad por medio de las

diferentes secuencias empleadas en la RT-PCR.
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La variables cuantitativas se expresan mediante su mediana y desviacion estandar, y
la media y el rango; mientras que las variables cualitativas estudiadas se expresan en

categorias.

El analisis del trabajo tiene como finalidad valorar los factores pronostico en el
cancer de mama a tener en cuanto, como son los resultados inmunohistoquimicos de
la pieza quirtrgica y la valoracion de la afectacion axilar, mediante la biopsia
intraoperatoria del ganglio centinela o, en su defecto, por la linfadenectomia. De
este modo, se pretende establecer el grado de repercusion de dichos parametros y de
los resultados de la RT-PCR cuantitativa a tiempo real en la recidiva tumoral,

mediante un estudio estadistico Chi-cuadrado.

Este mismo analisis estadistico, Chi-cuadrado, se emplea para la comparacion de los
resultados de la técnica intraoperatoria RT-PCR, con los factores prondstico del
cancer de mama que se han tomado como referente a lo largo de la historia, que son

los resultados inmunohistoquimicos.

Una tabla de contingencia basada en la comparaciéon mediante Chi-cuadrado de los
resultados anatomopatoldgicos y los datos de afectacion ganglionar obtenidos por la
RT-PCR a tiempo real, establece los parametros de agudeza diagndstica de la
prueba. Aunque dichos valores han sido usados por mucho tiempo como indicadores
de la precision de una prueba diagndstica, existen otros métodos mas modernos,
como las curvas de operacion caracteristica del receptor (Receiver-Operating

Characteristic, ROC) que se consideran de mayor consistencia como indicadores,
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puesto que supera muchas de las limitaciones de los indices mas tradicionales. Por
tanto, en el estudio se realiza esta curva para valorar si el proceder diagnostico a

estudio, la RT-PCR cuantitativa a tiempo real, posee una alta precision.

El ultimo test estadistico empleado es el método de Kaplan-Meier, de gran utilidad
en estudios donde el tamafio muestral no es muy elevado. Este método incorpora la
idea del tiempo al que ocurren los eventos, en este caso de recidiva tumoral, durante
el seguimiento llevado a cabo en las pacientes. Completando la valoracion, por
medio del test de Mantel-Haenszel, también denominado test de “Log Rank”, test de
azares proporcionales y test de Mantel-Cox. Este estudio es de gran importancia
para detectar diferencias cuando los logaritmos de las curvas de supervivencia de
dos grupos a comparar son proporcionales. Estos grupos son aquellas pacientes con
resultado negativo versus positivo de malignidad en la prueba RT-PCR cuantitativa

a tiempo real en la técnica de biopsia selectiva de ganglio centinela.

Posteriormente, se ha llevado a cabo un estudio analitico, utilizando el programa
estadistico SPSS 15.0, comparando las diversas variables con el fin de responder los
objetivos expuestos en dicho apartado, estableciendo un nivel de significacion del

5%.
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Resultados

I. ESTUDIO DESCRIPTIVO

Las pacientes pertenecientes al estudio completan un tamafio muestral de 99 casos, con
una mediana para la edad, en el momento del diagnostico del cancer de mama, de 58

afios (rango de edad 45,08-70,92). La distribucion etaria de los casos se refleja en la

Figura 14.
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©
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3
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MeNOrO | 35 45 | 46-55 | 56-65 | 66-75 | Mayor76
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Figura 14. Distribucion por edades de las pacientes en estudio. n: tamafio
muestral.

La localizacion del tumor en funcion de la lateralidad se distribuye seglin se refleja en la

Figura 15.
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54%

60% 44%

Porcentaje de
casos

Derecha lzquierda Bilateralidad

Localizacion cancer mama

n=99

Figura 15. Frecuencia del cancer de mama segun localizacion. n:

tamafio muestral.
Uno de los factores demograficos recogidos de las diferentes mujeres incluidas en el
estudio fue los antecedentes familiares de interés, por un lado si poseian historia de
patologia oncoldgica en la familia y, por otro lado, si dicha enfermedad era propia de la
mama. Los resultados obtenidos al respecto fueron los expuestos en el siguiente grafico,

Figura 16.

Cancer de mama
Si 15%

74% 28%

N
Otro tipo de
canceres
11%

Figura 16. Antecedentes familiares de las pacientes a estudio. n: tamafio
muestral.
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En un segundo lugar, también resultd ser objeto de interés los antecedentes personales
de las pacientes, se subdividieron en tres grupos: uno perteneciente a aquellas pacientes
sin datos de interés (75 casos), un segundo grupo aquellas que padecieron patologia
oncoldgica no mamaria (4 casos) y un tercer subtipo propio de aquellas con algun tipo
de lesion en la glandula objeto de investigacion (20 casos). Estas lesiones mamarias que
se han recogido fueron: un tumor Phyllodes, tres pacientes con intervenciones por
fibroadenomas, cuatro mujeres con cuadros de mastitis previos, antecedentes de
mastopatia fibroquistica en cinco procesos, un quiste mamario, tres casos con lesiones
precancerosas (carcinoma ductal in situ, enfermedad de Paget e hiperplasia ductal
atipica) y tres pacientes con antecedentes de patologia oncologica en la mama

contralateral.

El empleo de administracion exdgena de hormonas sexuales femeninas, bien sea por la
toma de anticonceptivos hormonales durante la edad fértil, o bien por el uso de terapia
sustitutiva en la época de la menopausia, también se ha recogido en el trabajo. Un
78,8% (78 casos) de paciente no utilizaron ninguno de estos dos tratamientos a lo largo
de su vida, mientras que un 5% (5 casos) si recurrieron a dichas terapéuticas. En el
16,2% (16 casos) de las historias clinicas no se recogieron esta variable de gran

importancia al constituir un factor de riesgo establecido para el cancer de mama.

En el diagnostico del cancer de mama se emplean diferentes métodos, entre ellos cabe
destacar la realizacién de una adecuada exploracion fisica de la paciente, el estudio
mediante ultrasonografia de la mama, el empleo de la mamografia y otras pruebas de

imagen como son la resonancia magnética nuclear (RM) o la tomografia con emision de
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positrones (PET). La exploracion meticulosa de la mama lleg6 al diagnostico de lesion
en 47 pacientes del estudio actual, pero en un 52,5% de los casos la palpacion fue
rigurosamente normal. La frecuencia de realizaciéon de ecografias y mamografias se
refleja en las Figuras 17, por otro lado, en la Figura 18 se muestra el nimero de casos

donde se realizaron pruebas diferentes a las anteriormente descritas.

100+

801

Nimero de 601

casos

401

20

Si No Si No
ECOGRAFIA MAMOGRAFIA

| Casos 89 10 93 6

Prueba de imagen

Figura 17. Numero de pacientes en las que fueron realizadas las diferentes
pruebas de imagen (ecografia y mamografia). n: tamafo muestral.
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Figura 18. Numero de casos, en valor absoluto, de las pacientes que fueron y no

sometidas a otras pruebas de imagen diferentes a la ecografia y mamografia. n:

tamafio muestral.
La realizacion de un estudio citologico y/o histolégico de la lesion diagnosticada
mediante las pruebas de imagen o la exploracion fisica del clinico es imprescindible
previa a la realizacion de una técnica quirtirgica con fines curativos o paliativos para la
paciente a tratar. Como se explica en el apartado anterior de la Introduccion, los
diferentes métodos de diagndstico anatomopatoldgico son multiples, pero en las mujeres
a estudio se han realizado o bien puncion-aspiracion con aguja fina (P.A.A.F.) o bien
biopsia con aguja gruesa (B.A.G.), siendo los resultados posibles: positivos o negativos
para malignidad y también pudiendo resultar no concluyente. La descripcion de estos

resultados anatomopatologicos se encuentra en la grafica expuesta a continuacion

(Figura 19).
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No realizado 17,3%

Negativo

No concluyente

BAG + 20,2%

PAAF + 53.8%

Resultado anatomopatolégico

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

n=99 Porcentaje de casos

Figura 19. Distribucion de los resultados del estudio anatomopatologico de
lesiones mamarias. B.A.G. +: Biopsia con aguja gruesa positiva para malignidad.
P.A.A'F. +: Puncidn-aspiraciéon con aguja fina positiva para malignidad. n:
tamafio muestral.
El tipo de intervencion realizada en los diferentes sujetos de estudio varia en funcion de
la indicacion, por tanto, en base al diagndstico prequirirgico de la lesion tumoral. Las
diferentes cirugias recogidas en la base de datos de la muestra fueron: exclusivamente
técnica de biopsia intraoperatoria de ganglio centinela (5 casos); realizacion de
tumorectomia asociada a ganglio centinela con o sin ampliacion de margenes del lecho
quirargico (57 casos); mastectomia con o sin biopsia intraoperatoria de la lesion,
previamente marcada radioldgicamente con un arpén o palpable, mas el estudio
intraoperatorio del centinela (16 casos); y por ultimo tanto la tumorectomia o
mastectomia unida a la linfadenectomia axilar ipsilateral, previo marcaje y estudio del
ganglio centinela (13 y 6 casos, respectivamente). Al mismo tiempo se describen 2

pacientes sometidas a mastectomia con reconstruccion inmediata, junto a la biopsia

intraoperatoria del ganglio centinela. Tabla 7.
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Tabla 7. Porcentaje de casos distribuidos en funcion del tipo de intervencion realizada
en el acto quirtrgico sometido a estudio, siendo el tamafo muestral de 99 pacientes.
BSGC: Biopsia intraoperatoria de ganglio centinela.

CIRUGIA

CONSERVADORA

CIRUGIA RADICAL

Tamano muestral, n = 99.

TIPO DE

INTERVENCION

BSGC

Tumorectomia + BSGC

Tumorectomia + BSGC +

Linfadenectomia axilar

Total
Mastectomia + BSGC
Mastectomia + BSGC +

Linfadenectomia axilar

Mastectomia + BSGC +

Reconstruccion inmediata

Total

PORCENTAJE DE CASOS

(%)

5%

57,6%

13,1%

75,7%

16,2%

6,1%

2%

24,3%

Como consecuencia de las intervenciones descritas con anterioridad, en este trabajo se

recogen 180 muestras de ganglios centinelas, de 99 pacientes con carcinoma de mama.

El 76,7% de las mujeres fueron sometidas exclusivamente a técnica de biopsia de

ganglio centinela, por el contrario en 23 casos se realiz6 linfadenectomia axilar

ipsilateral como consecuencia de la positividad del ganglio estudiado, suponiendo un

23,2% de las cirugias realizadas. La reparticion de las pacientes, tanto en valor absoluto

84



Resultados

como en porcentaje, en funcion del numero de ganglios extraidos en la intervencion se
refleja en la siguiente tabla, Tabla 8.
Tabla 8. Frecuencia de casos en valor absoluto y porcentaje que han sido

sometidos a una biopsia intraoperatoria de ganglio centinela o a una
linfadenectomia axilar.

Porcentaje
Valor absoluto
(%)
1 23 23,2%
2 30 30,3%
Ganglio
3 16 16,2%
Centinela
4 5 5,0%
Total 74 74,7%
Menos 10 5 5,0%
10a 15 17 17,2%
Linfadenectomia
Mas 15 2 2,0%
Total 24 24.2%

Durante la técnica de biopsia selectiva intraoperatoria de ganglio centinela se procede a
la determinacion del contaje nuclear de las cuatro localizaciones de inoculacion del
radiotrazador, que en este trabajo se realiza a nivel periareolar, en los cuatro puntos
cardinales, denominandose puntos de inyeccion. Para la valoracion del contaje en los
puntos de inyeccion, al igual que para la busqueda del ganglio centinela se emple6 una
sonda gammadetectora, extirpandose el ganglio linfitico con mayor actividad y todos

los ganglios con una actividad superior al 10 % de la mostrada por aquel. A estos
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ganglios se les realiza un contaje “in vivo” y otro “ex vivo” y se envian para biopsia

intraoperatoria.

En la muestra no se ha podido determinar dicha cifra del contaje del primer ganglio en
8,6% pacientes, por falta de informacion tras el acto quirurgico, correspondiendo a 9
casos. Por otra parte, un 39,4% de las pacientes presentaron un valor del primer ganglio
centinela “ex vivo” de menos de 500 cps, siendo el grupo mayoritario y, en

contraposicion, lo mas infrecuente es presentar contajes de primer ganglio superiores a

3000 cps (6,7%).

En paralelo, se puede realizar la descripcién del segundo ganglio centinela, el grupo
mas frecuente (32,7%) es el mismo que en el primer ganglio centinela, contaje inferior a
500 cps, mientras que solo el 2,9% de las pacientes muestran valores superiores a 3000
cps. Tabla 9. Es de importancia destacar que un 43,2% de las pacientes no presentaban
el valor de contaje del segundo ganglio centinela, teniendo en cuenta que en un 57,2%

de los casos se obtuvo un ganglio centinela exclusivamente.

86



Resultados

Tabla 9. Distribucion de contaje, en porcentaje, del primer y segundo ganglio centinela
“ex vivo”. C.P.S.: Cuentas por segundo.

Contaje (cps) 1° ganglio centinela “ex vivo” 2° ganglio centinela “ex vivo”

Sin resefiar 8,6% 43,2%
Menos 500 39,4% 32,7%
500-1000 20,2% 7,7%
1000-2000 15,4% 8,6%
2000-3000 9,6% 4,8%
Mas 3000 6,7% 2,9%

Aquellas pacientes donde se obtuvieron un tercer ganglio centinela para estudio
presentaron un contaje inferior a 1000 cps en el 77,7% (14 casos). En el proceso con
cuatro ganglios centinelas extraidos, este Ultimo presentd un valor de contaje mayor a
1000 sélo en un 20% de las mujeres (1 caso). El valor del contaje del fondo del lecho
quirdrgico también presenta gran importancia durante el acto quirargico (Figura 20), en

el estudio existe un 22,1% de casos donde no se ha reflejado dicha cifra.
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Figura 20. Porcentaje de pacientes incluidas en los diferentes rangos de contaje del
fondo del lecho quirtirgico axilar. C.P.S.: Cuentas por segundo. n: tamafio muestral.

El estudio del ganglio centinela se establece mediante el empleo de distintas secuencias
pertenecientes, todas ellas, a la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR). Las secuencias empleadas en el laboratorio de
Gendmica, son la mamoglobina y la citoqueratina 19. La Tabla 10 muestra la
comparacion de los distintos resultados para malignidad que las diversas técnicas:
mamoglobina, citoqueratina 19, resultado por RT-PCR manual definitivo y RT-PCR a
tiempo real. A todas las pacientes del estudio se les realiza el andlisis del ganglio
centinela mediante RT-PCR convencional, y, a un subgrupo de 88 ganglios (57

pacientes) de 180 recogidos en total, se les somete a la técnica RT-PCR a tiempo real.
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De los 23 casos de linfadenectomias axilares realizadas se objetivaron positividad para
malignidad del primer ganglio centinela en un 69,5% de las pacientes, en el resto de los
casos se realizo la extraccion completa del paquete ganglionar axilar por diagnostico de
micrometastasis en el segundo ganglio centinela biopsiado intraoperatoriamente (3

casos).
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Tabla 10. Resultados de malignidad en funcion de las diferentes pruebas empleadas
para la obtencion de los mismos, nimeros de casos en valores absolutos. RT-PCR
tiempo real: Técnica de reaccioén en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa.
GC 1: Primer ganglio centinela. GC 2: Segundo ganglio centinela. GC 3: Tercer ganglio
centinela. GC 4: Cuarto ganglio centinela. 1: positivo para malignidad. 2: negativo para
malignidad. 9: no obtencién de resultado definitivo con certeza.

GC1 GC2 GC3 GCH4

1 75 36 9 2
2 20 7 1 0
MAMOGLOBINA

9 1 0 0 0

Sin resefiar 3
1 78 40 10 2
2 17 3 0 0

CITOQUERATINA 19

9 1 0 0 0

Sin resefar 3
1 73 36 9 2
RT-PCR manual 2 22 7 1 0
DEFINITIVO 9 1 0 0 0

Sin resefiar 3
1 40 24 3 1
2 9 0 0 0
RT-PCR a tiempo real 9 6 1 1 0
No realizado 42 17 6 1
Material insuficiente 2 1 0 0

90



Resultados

En paralelo al estudio anatomopatologico, histologico y biomolecular del ganglio
centinela, también se realiza el andlisis de la pieza quirargica. El tamafio tumoral en el
momento del diagnostico tuvo una mediana de 1,7 cm (+/- 0,90), con una distribucion,
segun la clasificacion TNM, reflejada en la Tabla 11.

Tabla 11. Distribucion del tamafio tumoral en la pieza quirirgica segtn la
clasificacion TNM.

TAMANO TUMORAL Valor absoluto Porcentaje (%)

Tlmic 1 1,0%

Tla 3 3,0%
T1

T1b 17 17,2%

Tlc 50 50,5%
T2 16 16,1%
T3 1 1,0%
Sin resenar 11 11,1%
Total 99 99,99%

A continuacion se examinan las distintas caracteristicas clinicas tumorales, entre ellas el
diagnostico anatomopatologico definitivo. Los resultados obtenidos de la investigacion

pormenorizada siguen la distribucion descrita en la Tabla 12.
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Tabla 12. Frecuencia de casos en valor absoluto y porcentaje por estirpe
tumoral en el diagndstico anatomopatologico de la pieza quirdrgica. Ca:
Carcinoma.

ESTIRPE TUMORAL Valor absoluto Porcentaje (%)

Ca ductal in situ 5 5,0%
Ductal 46 46,5%
Lobulillar 11 11,1%
Medular 1 1,0%
Ca invasor
Mucinoso 2 2,0%
Crecimiento mixto 2 2,0%
Sin especificar 23 23,2%
Ca papilar 1 1,0%
Desconocido 8 8,1%
Total 99 99,9%

En el informe anatomopatologico es imprescindible resefiar el grado histologico tumoral
asi como el tipo de diferenciacion celular del cancer de mama que se estd estudiando.
Los tumores recogidos segun el grado histologico mas frecuentes son los que presentan

un grado II (45,2% de los canceres, 47 casos).

La diferenciacion celular del tumor es importante para valorar la posible evolucion de la
enfermedad, por consiguiente es imprescindible su determinacion y resefia posterior en
el informe que se aporta al clinico. En el estudio existen 35 casos (35,3%) donde este

dato no se ha podido obtener, un 9,1% (9 casos) de la muestra estudiada poseia una
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diferenciacion pobre, por el contrario, la pieza tumoral tenia una buena diferenciacion

en 23 casos (23,2%) y moderada en 32 (32,3%).

En la pieza tumoral también es relevante el estudio de los receptores
inmunohistoquimicos, tales como los de origen hormonal (de estrégenos y
progesterona), el oncogén HER-2neu y el indice Ki 67. El mayor nimero de las
pacientes de la muestra presentaron positividad mayor a un 75% para receptores
hormonales, de estrégeno y progesterona, en un 47,4% y 45,4%, respectivamente,
constituyendo el grupo mayoritario. Las piezas quirurgicas fueron negativas para estos

receptores en un 18,2% (16 pacientes), en ambos casos.

Otros marcadores inmunohistoquimicos a valorar son el oncogén HER2-neu y el indice
Ki67. A continuacién, en las graficas que componen la Figura 21 y 22, se expone la
distribucion de los casos que componen la muestra del estudio con respecto a los

resultados de la positividad de los marcadores anteriormente enunciados.
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Figura 21. Distribucion de las pacientes recogidas en el estudio en relacion a la
positividad del oncogén HER2-neu del cancer de mama que padecen, expresados en
porcentaje con respecto al total de muestras de dicho gen. n: tamafo muestral.
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Figura 22. Numero de casos en valor absoluto correspondientes a cada grupo de
positividad del indice Ki67. n: tamafio muestral.
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Las pacientes sometidas a la técnica RT-PCR convencional para el estudio del ganglio
centinela son 99, de las cuales un 25,5% presentan diagnostico de micrometastasis en
alguno de sus ganglios extraidos. A su vez, se realiz6 la RT-PCR a tiempo real a 57
pacientes, fueron positivos los resultados intraoperatorios para malignidad en un 15,8%
de los casos. Todas las pacientes con diagnostico de micrometastasis en la RT-PCR

manual presentan un resultado positivo en la técnica a tiempo real (Tabla 13).

Tabla 13. Numero de casos en valor absoluto y porcentaje en funcién del resultado
de RT-PCR a tiempo real y manual. RT-PCR: Técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa a tiempo real.

RT-PCR manual

Negativa  Positiva Total
RT-PCR a tiempo real negativa 78 (89,6%) 0 78 (100%)
RT-PCR a tiempo real positiva 0 9(10,3%) 9 (100%)

Total 78 (89,6%) 9 (10,3%) 87 (100%)

Tamano muestral, n = 87.

Los resultados de la RT-PCR se encuentran asociados a variables descriptivas, como la
edad de la paciente y el tamafio tumoral. La distribucion de la poblacion segln las
edades de aparicion del tumor mamario con respecto a la positividad de la técnica RT-
PCR, se expresan en la Figura 23, siendo 24 el nimero de casos positivos para
micrometastasis por RT-PCR. La Figura 24 muestra el nimero de pacientes con

diagnostico positivo a RT-PCR en funcion del tamafio tumoral, segun la clasificacion

TNM.
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Figura 23. Distribucion etaria de los porcentajes de casos positivos para deteccion de
micrometastasis por RT-PCR. n: tamafio muestral.
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Figura 24. Numero de casos con diagnostico de micrometéstasis por RT-PCR segun el
tamafio del tumor, en funcidn de la clasificacion TNM.
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A nivel de los parametros inmunohistoquimicos, es importante establecer la relacion de
los mismos con los resultados de la RT-PCR del ganglio centinela. En el caso de los
receptores hormonales, el 100% de las pacientes con diagndstico de micrometastasis por
RT-PCR (24 pacientes) presentan unos valores por encima del 50% para receptores de
estrogeno y progesterona. Por el contrario, este porcentaje desciende al 41,6% en el caso

del oncogén Her-2neu positivo.

El estudio de la distribucion de los fenotipos tumorales con respecto a los dos
parametros realizados en la muestra del ganglio centinela, Hematoxilina-Eosina y RT-
PCR, en todos los casos de la muestra, se realiza para valorar de manera descriptiva los
resultados del diagnostico de micrometéstasis (Tabla 14). Un 13,1% de las pacientes
presentaron un resultado negativo para Hematoxilina-Eosina, siendo positivo para RT-
PCR, de los cuales 2 casos presentaron resultado positivo en el segundo ganglio
centinela tanto por Hematoxilina-Eosina, como por RT-PCR. Por otro lado, 2 pacientes
con diagnoéstico de micrometastasis en el primer ganglio centinela por los dos métodos,

también presentaron resultado positivo en la RT-PCR del segundo ganglio extraido.
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Tabla 14. Distribucion del nimero de casos en funcion del diagnostico por
Hematoxilina-Eosina y RT-PCR del primer ganglio centinela. 1°GC:
Primer ganglio centinela. HE: Hematoxilina-Eosina. RT-PCR: Técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa.

Fenotipo 1° GC Porcentaje N° casos
HE (+) RT-PCR (+) 9,1% 9
HE (-) RT-PCR (+) 13,1% 13
HE (+) RT-PCR (-) 7% 7
HE (-) RT-PCR (-) 70,7% 70

Total 99,9%% 99

Tamano muestral, n = 99.

El seguimiento de las pacientes en los 40 meses del estudio permite valorar el nimero
de recidivas existentes en la muestra. Se objetivan 11 casos de metéstasis tumoral que se
distribuyen en local (1 caso), regional (2 pacientes) o sistémica (8 mujeres) en funcion
de la localizacion de la misma. Durante el seguimiento del estudio se produjo el éxitus
de dos pacientes. Un 45,5% de los casos de recidiva obtuvieron un diagndstico de
micrometastasis mediante la técnica RT-PCR, segin se muestra en la Tabla 15. En 4
pacientes con recidiva tumoral el diagndstico con hematoxilina-eosina intraoperatorio
fue negativo para malignidad, mientras que si se diagnosticaron las micrometéstasis

mediante RT-PCR.
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Tabla 15. Distribucion del nimero de casos de recidiva tumoral en funcion
del diagnodstico por Hematoxilina-Eosina y RT-PCR del primer ganglio
centinela. 1°GC: Primer ganglio centinela. HE: Hematoxilina-Eosina. RT-
PCR: Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion

inversa.
Fenotipo 1° GC en casos

de recidiva

HE (+) RT-PCR (+)
HE (-) RT-PCR (+)
HE (+) RT-PCR (-)
HE (-) RT-PCR (-)

Total

Tamano muestral, n=11.

9,1%
36,4%
9,1%
45,4%

100%

Porcentaje N° casos

11
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IIL. ESTUDIO ANALITICO DE LOS FACTORES PRONOSTICO

Los factores prondstico en el cancer de mama a tener en cuenta son los resultados
inmunohistoquimicos de la pieza quirurgica y la valoracion de la afectacion o no axilar,
mediante la biopsia intraoperatoria del ganglio centinela y la RT-PCR. En el estudio, se
objetiva que el 88,9% de las pacientes del mismo no presentaron recidiva durante el

seguimiento realizado y un 11,1% de las mujeres si presentaron recidiva tumoral.

II.1. RELACION DE LOS FACTORES PRONOSTICO CONOCIDOS CON LOS

RESULTADOS DE LA RT-PCR

Los resultados inmunohistoquimicos de la pieza tumoral se consideran factores
pronosticos del cancer de mama. Por consiguiente, presenta una gran importancia el
estudio analitico de la influencia de los mismos en relacion con la RT-PCR. En cuanto a

los receptores hormonales, la relacion presenta un nivel de significacion de 0,060.

En aquellos casos donde el resultado de la RT-PCR resultd positivo (24 pacientes),
hubo un caso con valores de receptores hormonales inferiores a 50%, en contraposicion
con el 62,5% (15 casos) con cifras de dichos receptores superiores al 50%. En segundo
lugar, cabe destacar, que el 68% (51 casos) de las pacientes con resultado negativo para

RT-PCR obtuvieron cifras de receptores hormonales superiores al 50%. Tabla 16.
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Tabla 16. Test estadistico, Chi-cuadrado, entre los resultados de la prueba RT-
PCR vy los valores de receptores hormonales a nivel tumoral. RT-PCR: Técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa.

RECEPTORES HORMONALES

<25% 25-50% >50% Total
RT-PCR negativa 13 (17,3%) 11 (14,7%) 51 (68%) 75 (100%)
RT-PCR positiva 1 (42%)  8(33,3%) 15(62,5%) 24 (100%)

Total 14 (14,1%) 19 (19.2%) 66 (66,7%) 99 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,060. Tamafio muestral, n = 99.

El siguiente factor pronostico cuya comparacion debe establecerse con la RT-PCR, es el
oncogén HER2-neu. So6lo un 15,3% (11 casos) del total de pacientes con resultado
negativo en la RT-PCR obtuvieron un valor de tres cruces (3+++) del oncogén HER2-
neu, a diferencia del 52,2% (12 casos) de mujeres con positividad en la prueba que no
sobreexpresaron dicho oncogén (Tabla 17). Esta relacion se establece mediante un

estudio estadistico, Chi-cuadrado, careciendo de significacion estadistica (p = 0,620).
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Tabla 17. Estudio Chi-cuadrado de la relacion de los resultados de RT-PCR y
la sobreexpresion del oncogén HER2-neu. RT-PCR: Técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa.

ONCOGEN HER2-neu

Negativo 2(+) 3(++1) Total
RT-PCR negativa 39 (54,2%) 22 (30,6%) 11 (15,3%) 72 (100%)
RT-PCR positiva 12 (52,2%) 9(39,1%) 2(8,7%) 23 (100%)

Total 51(53,7%) 31(32,6%) 13 (13,7%) 95 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,620. Tamafo muestral, n = 95.

El altimo receptor inmunohistoquimico considerado como factor pronoéstico, estudiado
en la pieza tumoral, es el indice Ki67. Para establecer el valor prondstico de la RT-PCR
comparandolo con el mismo de dicho indice se establece un analisis estadistico, siendo

la relacion estadistica no significativa (p = 0,941), Tabla 18.

Tabla 18. Comparacion estadistica del resultado de RT-PCR vy el indice Ki67.
RT-PCR: Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa a tiempo real.

INDICE Ki67

<25%  25-50% >50%  Total
RT-PCR negativa 63 (87,5%) 5 (6,9%) 4(5,6%) 72 (100%)
RT-PCR positiva 20 (87%) 2(8,7%) 1 (4,3%) 23 (100%)

Total 83 (87,4%) 7(7.4%) 5(53%) 95 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,941. Tamafio muestral, n = 95.
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Todos los resultados anteriormente descritos se han analizado tras la comparacion de los
factores pronostico con la RT-PCR convencional, pudiéndose extrapolar los mismos a
la técnica a tiempo real, puesto que en el estudio descriptivo, se ha observado que todos
los resultados positivos y negativos para micrometastasis mediante RT-PCR a tiempo

real obtienen el mismo valor en la técnica convencional (Tabla 13).
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I1.2. RELACION DE LOS FACTORES PRONOSTICO CON LA VARIABLE RECIDIVA

En primer lugar, se valora la repercusion de los receptores hormonales en la
probabilidad de recidiva tumoral, observandose que el 36,4% de las pacientes que
presentaron cuadros de metdstasis durante los cuatro afios de seguimiento tuvieron
valores inferiores al 50% para dichos receptores en el tumor, frente al 63,6% de los
casos con recidiva que presentaron cifras de receptores hormonales en numero mayor al

50% (p = 0,920), Tabla 19.

Esta relacion, entre la positividad de la pieza anatomopatologica a receptores
hormonales con la presencia de recidiva tumoral, se convierte en estadisticamente
significativa (p = 0,01) si la agrupacion de los receptores hormonales siguiese una

distribucion diferente, bien sea, valores inferiores al 50% y superiores al 50%, Tabla 20.

Tabla 19. Estudio Chi-cuadrado de la relacion de los receptores hormonales y la
existencia de recidiva tumoral.

RECEPTORES HORMONALES

<25% 25-50% >50% Total
Ausencia recidiva 12 (13,6%) 17 (19,3%) 59 (67%) 88 (100%)
Presencia recidiva 2 (18,2%) 2 (18,2%) 7(63,6%) 11 (100%)

Total 14 (14,1%) 19 (19.2%) 66 (66,7%) 99 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,920. Tamaiio muestral, n = 99.
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Tabla 20. Estudio Chi-cuadrado de la relacion de la positivita a los receptores
hormonales y la presencia o no de recidiva tumoral.

RECEPTORES HORMONALES

<50% > 50% Total
Ausencia recidiva 29 (32,9%) 59 (67%) 88 (100%)
Presencia recidiva 4 (36,4%) 7 (63,6%) 11 (100%)

Total 33 (33,3%) 66 (66,7%) 99 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,01. Tamafio muestral, n = 99.

A continuacion, en el estudio analitico, se objetiva que la relacion estadistica entre el
oncogén HER2-neu y la probabilidad de desarrollar metastasis tumoral a lo largo del
seguimiento de las pacientes oncologicas no es significativo (p = 0,637). Por el
contrario, si es posible observar que el 55,3% (47 casos) de las pacientes que no
presentaron recidiva obtuvieron un resultados negativo para el oncogén. A su vez, el
20% (2 casos) de las mujeres con metastasis obtuvieron valores de HER2-neu positivo

por inmunohistoquimica. Tabla 21.
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Tabla 21. Relacion estadistica, mediante estudio de Chi-cuadrado, entre recidiva
tumoral y presencia de oncogén HER2-neu.

ONCOGEN HER2-neu

Ausencia 2(++) 3(+++) Total
Ausencia recidiva 47 (55,3%) 27 (31,8%) 11 (12,9%) 85 (100%)
Presencia recidiva 4 (40%) 4 (40%) 2 (20%) 10 (100%)

Total 51(53,7%) 31 (32,6%) 13 (13,7%) 95 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,637. Tamaiio muestral, n = 95.

Los resultados del indice Ki67 no presentan una relacion estadisticamente significativa
con el riesgo de metastasis local, regional o sistémica (p = 0,802). Sin embargo, el
81,8% (9 casos) de las pacientes con recidiva tumoral presentaron un valor menor a
25% en el indice Ki67, en contraposicion al 9,1% (1 caso) de mujeres con valores

superiores a 50% en dicho indice, Tabla 22.

Tabla 22. Estudio Chi-cuadrado del indice Ki67 y la presencia de metastasis
tumoral durante el seguimiento.

INDICE Ki67

<25% 25-50% >50% Total
Ausencia recidiva 74 (88,1%) 6 (7,1%) 4 (4,8%) 84 (100%)
Presencia recidiva 9 (81,8%) 1(9,1%) 1(9,1%) 11 (100%)

Total 83 (87,4%) 7(7.4%) 5(53%) 95 (100%)

Nivel de significacion, p = 0,802. Tamano muestral, n = 95.
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III. VALIDACION DE LA TECNICA RT-PCR

Para establecer la correcta validacion de la RT-PCR a tiempo real es imprescindible la
valoracion de la relacion estadistica de sus resultados con la prueba gold-standard en la
determinacion de la afectacion o no tumoral del ganglio centinela. Dicha prueba, en el
momento actual, es el analisis anatomopatologico del tejido extraido en la intervencion
del ganglio centinela. Si se realiza un estudio Chi-cuadrado de esta relacion, se objetiva
que es estadisticamente significativa, con un nivel de significacion de 0,000 (p < 0,001),

Tabla 23.

Tabla 23. Test estadistico, Chi-cuadrado, entre los resultados de la
prueba RT-PCR Yy el resultado anatomopatologico del ganglio centinela.
RT-PCR: Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion  inversa. AP DEFINITIVA  GC:  Resultado
anatomopatologico definitivo del ganglio centinela.

AP DEFINITIVA GC

Negativo Positivo Total
RT-PCR negativa 68 (90,7%) 7 (9,3%) 75 (100%)
RT-PCR positiva 10 (41,7%) 14 (58,3%) 24 (100%)

Total 78 (78,8%) 21 (21,2%) 99 (100%)

Nivel de significacion, p < 0,001. Tamafio muestral, n = 99.

Basandose en la tabla de contingencia anteriormente expuesta, se puede establecer la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de la prueba a estudio,
la RT-PCR. La sensibilidad, considerada como la probabilidad de clasificar

correctamente a un individuo cuyo estado real sea el definido como positivo respecto a
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la condicidon que estudia la prueba, razén por la que también es denominada fraccion de
verdaderos positivos, resulta, en el estudio, de 66,6%, mientras que la especificidad de
la prueba (probabilidad de clasificar correctamente a un individuo cuyo estado real sea
el definido como negativo) es de un 87,2%. La tasa de valor predictivo positivo,
considerado como los verdaderos positivos entre los resultados positivos de la prueba,
presenta una valor de 58,3%. Por ultimo la proporcién de los verdaderos negativos con
respecto a los resultados negativos de la RT-PCR, es el valor predictivo negativo, que

consigue un porcentaje de 90,6%.

Aunque la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos han sido empleados
durante un largo periodo de tiempo como indicadores de la agudeza diagnostico de una
prueba, existen otros métodos mas modernos, como las curvas ROC, que se consideran
de mayor consistencia como indicadores. El area bajo la curva ROC es el mejor
indicador global de la precision de una prueba diagnoéstica. En el estudio, la curva ROC

de la RT-PCR se encuentra representada en la Figura 25.

Los parametros resultantes del area bajo la curva ROC es 0,769, con un error estandar

de 0,65, un nivel de significacion p < 0,001 y un intervalo de confianza del 95% (0,641-

0,897).
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Figura 25. Grafica de la curva ROC. Evaluacion de la RT-PCR del ganglio centinela en
el cancer de mama.
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IV.  ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

En el estudio se realiza el control de la evolucién de las 99 pacientes con un

seguimiento mediano de 34 meses con un rango de 29 a 40 meses.

IV.1. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD EN FUNCION
DEL RESULTADO MEDIANTE HEMATOXILINA-EOSINA DEL GANGLIO

CENTINELA

Se realiza la valoracion de la recidiva tumoral de las pacientes a estudio, durante el
periodo de seguimiento, en funcion del resultado positivo o negativo de malignidad del
ganglio centinela mediante la tincion de Hematoxilina-Eosina. Dicha comparacion entre
las curvas de ambos resultados se realiza mediante la aplicaciéon de la prueba de

logaritmo del rango (“Log Rank™), Figura 26.

El riesgo de recidiva de las pacientes con resultado negativo o positivo para malignidad
del ganglio centinela mediante Hematoxilina-Eosina no muestra diferencias
estadisticamente significativas, tras la comparacion de las dos curvas de supervivencia

mediante el test de “Log Rank” (p = 0,620).
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Figura 26. Comparacion de curvas de supervivencia empleando el método de Kaplan-
Meier, donde se valora la evolucion hacia la recidiva tumoral de las pacientes con
resultado positivo o negativo en el ganglio centinela mediante Hematoxilina-Eosina.
Ineg: resultado negativo para malignidad con tincion de Hematoxilina-Eosina del
ganglio centinela. 2 pos: resultado positivo para malignidad con tinciéon de
Hematoxilina-Eosina del ganglio centinela. p: nivel de significacion.
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IV. 2. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD EN FUNCION

DEL RESULTADO MEDIANTE RT-PCR DEL GANGLIO CENTINELA

Para establecer el comportamiento temporal del cancer de mama con respecto al
resultado obtenido en la RT-PCR a tiempo real se realiza la comparacion de las curvas

de supervivencia por el método de Kaplan-Meier, representada en la Figura 27.
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Nivel de significacion, p = 0,021

Figura 27. Comparacion de curvas de supervivencia empleando el método de
Kaplan-Meier, donde se valora la evolucion hacia la recidiva tumoral de las
pacientes con resultado positivo o negativo en la RT-PCR a tiempo real.
Ineg: resultado negativo para malignidad con técnica RT-PCR a tiempo real.
2 pos: resultado positivo para malignidad con técnica RT-PCR a tiempo real.
p: nivel de significacion.
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La supervivencia de las pacientes con resultado negativo para malignidad del ganglio
centinela en la RT-PCR es mejor que aquellas que obtuvieron un dato positivo en dicha
prueba, tras la comparacion de las dos curvas de supervivencia mediante el test de

logaritmo del rango (“Log Rank™), siendo estadisticamente significativo (p = 0,021).

A los 40 meses, la supervivencia libre de enfermedad, en el grupo clasificado por ser
negativa la RT-PCR a tiempo real es de 37,3 meses (intervalo de confianza, IC, del
95%, 35.5-39.2). Dicho supervivencia desciende a 28,5 meses (IC 95%, 20.8-36.2) en el

grupo con resultados positivo para malignidad mediante RT-PCR.
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El cancer de mama es una enfermedad sistémica que genera una gran problematica
sanitaria, social y econdmica, 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 previamente son entre los 45-55 afios (25% de pacientes) y entre
los 65-75 afos (24% de las mujeres de la muestra). Esta organizaciéon bimodal de la
incidencia del cancer de mama ya ha sido descrita por otros autores, como es el caso de

Jatoi Ly cols.*, 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
publicacion 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 vy, el
segundo grupo, a los 70 afios, con canceres 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 a la hora 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 tienen
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 regia
por un patron genético, mientras que el 26% se debia a factores ambientales™. En la
muestra del trabajo, se describe que un 28% de las pacientes presentaban antecedentes
familiares oncologicos, siendo un 15% de origen mamario, y 11% restante de otra

estirpe, bien sea colon, ovario y melanoma.
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En cuanto a los antecedentes personales de las pacientes objeto de estudio, la mayoria
de ellas (75 casos) no presentd ningun dato de interés, en contraposicion con 4 casos de
patologia oncolodgica previa y 20 casos de lesiones mamarias. El riesgo relativo (RR) de
cancer de mama en funcion de la lesion precursora se expone en la siguiente tabla

(Tabla 24Y’.

Tabla 24. Riesgo relativo de cancer de mama en funcion de la lesion precursora.

Riesgo Relativo Lesion precursora

Adenosis no esclerosante, ectasia ductal, fibroadenoma simple,
1 fibrosis, mastitis, macromastitis gestacional, quistes, hiperplasia

leve sin atipias, metaplasia apocrina simple, metaplasia escamosa.
Fibroadenoma complejo, hiperplasia moderada o grave sin atipia,

1-2
adenosis esclerosante, papiloma solitario sin atipia.
4-5 Hiperplasia ductal atipica. Hiperplasia lobulillar atipica.
8-10 Carcinoma ductal in situ. Carcinoma lobulillar in situ.

En el estudio, las lesiones precursoras que se observaron fueron: un caso de tumor
Phyllodes (RR: 1-2), tres pacientes con intervenciones por fibroadenomas (RR: 1),
cuatro mujeres con cuadros de mastitis previos (RR: 1), antecedentes de mastopatia
fibroquistica en cinco procesos (RR: 1), un quiste mamario (RR: 1), tres casos con
lesiones precancerosas (carcinoma ductal in situ con un RR: 8-10, enfermedad de Paget
e hiperplasia ductal atipica, siendo su RR: 4-5) y tres pacientes con antecedente de

patologia oncoldgica en la mama contralateral.
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Las guias internacionales recomiendan el uso de la ultrasonografia mamaria como un
examen complementario pero no como un método de cribado del cancer de mama. Por
el contrario, la mamografia es el método elegido para el screening poblacional,
habiéndose observado que el 35-45% de tumores no palpables son diagnosticados como
microcalcificaciones en dicha prueba. Mas, la mamografia posee un punto débil, todas
aquellas pacientes con tejido mamario de alta densidad presentan un elevado riesgo de
cancer de mama por su dificultad para ser diagnosticado por el método de cribado
comun. Estos casos se beneficiarian de la realizacién de una ecografia complementaria,
permitiendo el diagndstico de canceres invasivos ocultos a la mamografia®. La
realizacion simultdnea, en el cribado de la mama, de ecografia y mamografia
incrementaria la deteccion precoz de tumores, pero también aumentaria la tasa de falsos
positivos, por consiguiente, el nimero de pruebas invasivas hasta alcanzar el
diagnostico de certeza’’. Los resultados del estudio demuestran que al 93,9% (93 casos)
de las pacientes se les realizo estudio mamografico y s6lo hubo 10 mujeres donde no se
estim6 la realizacion de prueba ultrasonografica. Por consiguiente, el estudio por

imagen de las pacientes de la muestra se realiz6 de forma satisfactoria.

En el momento actual, se abren nuevas vertientes que permiten otra manera de enfocar
el estudio de la mama, como son la resonancia magnética nuclear (RM) y/o la
tomografia con emision de positrones (PET). Existen escuelas que afirman que la RM
preoperatoria permite enfocar de una forma mas concreta y segura el tipo de tratamiento
quirargico de la paciente, en contraposicion cabria la posibilidad de plantearse el grado

de incertidumbre, en el momento del diagndstico, que se genera en la mujer y el numero
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de cirugias mas radicales que se van a realizar en los casos donde se indica dicha
prueba, con la consecuente morbilidad y disminucion de calidad de vida®®. En el estudio,
treinta y dos pacientes fueron sometidas a una prueba complementaria de RM, de

manera independiente al test diagnostico inicial, bien fuera ecografico o mamografico.

Otra prueba diagnostica que se incluye para la estadificacion tumoral, no s6lo del cancer
de mama, sino también de otras neoplasias bien sean de localizacidén gastrointestinal, de
cuello o cabeza, melanomas o linfomas malignos, es la PET*%. La PET permite
conocer la localizacion y la monitorizacion tumoral. En la muestra estudiada, en dos
casos se realizd PET para establecer un adecuado estudio oncolégico. En el momento
actual se estd empleando de manera mas extendida y principalmente para la valoracién

del seguimiento de las pacientes con patologia tumoral.

El objetivo de tener un diagndstico preoperatorio mas fidedigno y certero es, con el fin,
de realizar cirugias cada vez menos agresivas y, de este modo, disminuir la morbilidad

tan elevada que genera los tratamientos radicales en la mama.

En el trabajo se consigui6 realizar cirugia conservadora en el 75,7% de las pacientes
(siendo el tamafio muestral de 99 mujeres), y s6lo se tratdé con intervenciones radicales
al 24,2%. Estos resultados son datos muy satisfactorios a la hora de valorar el indice de
morbilidad de las pacientes del centro a estudio. Por otra parte, en todos los casos se
realizé la técnica de biopsia intraoperatoria de ganglio centinela, llevandose a cabo, a

continuacion, linfadenectomia axilar en un 23,2% (23 casos).
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En la Figura 19 se representa la distribucion de los resultados del estudio
anatomopatologico de lesiones mamarias y el método empleado para conseguir dichos
valores. Se objetiva que un 17,3% de las pacientes no se realiz6 estudio ni citologico ni
histolégico con P.A.A.F. ni B.A.G., respectivamente, debido a que dichos casos
presentaban una resonancia magnética que informaba de malignidad o bien, son
pacientes con biopsias diferidas previas, no habiéndose observando, en el estudio,

alteraciones en la migracion del radiotrazador, en pacientes con cirugia previa.

La biopsia selectiva del ganglio centinela es una técnica diagnostica multidisciplinar,
precisa de la colaboracion de diferentes especialidades médicas y quirargicas.
Tradicionalmente, ha sido precisa una validacion técnica de dicha técnica tanto a nivel
del equipo como de cada uno de los especialistas implicados. Esta validacion es
aconsejable que sea sustituida por un proceso de aprendizaje supervisado en el contexto
de un grupo con experiencia, segun la Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia
Mamaria'®. Este aprendizaje deberia llevarse a cabo con grupos que hayan realizado mas
de 300 casos de biopsia selectiva de ganglio centinela en fase de aplicacion clinica (con
pardmetros de validacion definidos en los consensos previos: al menos un 95% de tasa
de identificacion del o los ganglios centinelas, con una tasa falsos negativos del 5% o
menos). El objetivo de este aprendizaje tutelado debe alcanzar unos estandares en

indicadores de calidad relacionados con el procedimiento.

La biopsia selectiva del ganglio centinela es una técnica, que tras una curva de
aprendizaje adecuada, que permite la idonea identificacion de la primera estacion

linfatica donde se produce el drenaje de todo el territorio mamario. La realizacion de la
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misma ha ido variando a lo largo del tiempo, claro ejemplo es la localizacion de la
inyeccion del radiatrazador para su mejor migracion al territorio linfatico. En este
campo existen dos posibilidades ampliamente extendidas, la administracion peritumoral
o bien la intradérmica periareolar. Los diferentes trabajos realizados permiten demostrar
que se obtienen los mejores resultados de dicha migracion en los casos de inyeccion
periareolar intradérmica del radiotrazador, siendo, su empleo de manera aislada, un

método efectivo para la estadificacion axilar®®®'

. En el estudio expuesto, la biopsia
selectiva del ganglio centinela en los casos de cancer de mama se comienza con la

administracion periareolar intradérmica del radiocoloide.

El procedimiento de la biopsia intraoperatoria del ganglio centinela se considera una
alternativa a la linfadenectomia axilar convencional, gracias a una adecuada
estadificacion axilar y disminucion, en gran medida, de la morbilidad de las pacientes.
El problema de mayor importancia es como determinar las metastasis en el ganglio
centinela de forma rapida y en el mismo acto quirtrgico. El adecuado diagnodstico de
dichas metastasis permitiria reducir segundas intervenciones en pacientes con ganglios

centinelas positivos que fueron falsos negativos en el primer tiempo.

El primer método de estudio intraoperatorio del ganglio centinela fue mediante
citologia. Los resultados de esta técnica varian en funcion del grado de seccion del
ganglio a estudio y de la técnica empleada para la realizacion de la citologia
(Hematoxilina-Eosina, Papanicolaou, 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 encontrar modificada en funciéon de la
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tincion utilizada para su realizacion, por tanto, en el caso del empleo de Giemsa, la
sensibilidad varia de 33% a 81,1%%%, con el Papanicolaou de 62% a 91%%%,
mientras que con la Hematoxilina-Eosina el intervalo de sensibilidad se encuentra entre
un 41% a 96%"%’. La sensibilidad de la citologia con Giemsa puede ser inferior que si se
utiliza la tincion de Papanicolaou o Hematoxilina-Eosina, especialmente para la
deteccion de micrometéstasis, considerado el gran problema de la citologia

intraoperatoria.

En el afio 2009, Fujishima M. y cols.®® presentaron una comparacion entre el estudio
citologico intraoperatorio mediante tincion de Papanicolaou y su asociacion con técnica
de inmunohistoquimica. Se observa una variacion de los valores de sensibilidad
importantes. Mientras que el porcentaje de sensibilidad con la preparaciéon de
Papanicolaou exclusivamente es de 30%, puede ascender hasta un 79% si se asocia el
otro método. La especificidad es similar en ambos casos con cifras elevadas (99% si se

tifie el corte s6lo con Papanicolaou, 98% si se afiade 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, realizan un estudio prospectivo en 74 pacientes
con 146 ganglios. Se realiza citologia con Hematoxilina-Eosina intraoperatoria en todos
los casos, alcanzandose una sensibilidad de 60% y una especificidad de 99,2% en la
deteccion de metastasis en el ganglio a estudio. En otro trabajo reciente, publicado en el
afio 2010, donde se compara la citologia intraoperatoria del ganglio centinela en dos

unidades mamarias de hospitales del Reino Unido, alcanzando un tamafio muestral de
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166 pacientes, se observa como la sensibilidad de dicha prueba es de 61,7%, mejorando
la misma a medida que se realizan secciones para estudio mas pequefias y si se emplean

métodos de inmunohistoquimica ultrarrapida’.

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 de las pacientes, se ha
introducido la RT-PCR en el ambito intraoperatorio. El manejo molecular mediante
PCR intraoperatorio permite minimizar y estandarizar la evaluacion histologica del
ganglio centinela, evitando la dependencia inter e intraobservador del estudio citologico
intraoperatorio. Tafe L.J. y cols.”', presenta un articulo basado en el estudio de la
expresion del RNA empleando como marcadores génicos: mamoglobina, citoqueratina
19 y porfobilinégeno desaminasa. En dicho estudio recogen un tamafio muestral de 59
pacientes, obteniendo una sensibilidad para la RT-PCR de 88,9% y una especificidad de

93,5%.

En el afio 2008, se publico un articulo de Julian T.B. y cols.”, presentando un modelo
de test molecular para el estudio intraoperatorio de ganglios centinelas de pacientes con
cancer de mama precoz. La validacion de la técnica permitié extrapolar el valor de

sensibilidad de un 87,6% y de especificidad de un 94,2% para dicha técnica.

En el trabajo expuesto, se alcanzan cifras de sensibilidad de 66,6% y especificidad de
87,2%, con un tamafio muestral de 99 pacientes y 180 ganglios, empleandose de igual

manera que en la publicacion anterior, la RT-PCR convencional, pudiéndose extrapolar
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los datos a la RT-PCR intraoperatoria con marcadores génicos de mamoglobina,
citoqueratina 19 y porfobilindgeno desaminasa, puesto que los resultados de las dos
técnicas son los mismos en los 87 ganglios en los que se pudo realizar ambos estudios..
La capacidad de detectar un caso de ganglio centinela sin metastasis y que sea realmente

un ganglio sano es de un 90,6%.

En Bélgica, Martin Martinez 1. y cols.”, publicaron un trabajo sobre la comparacion de
la técnica molecular, RT-PCR, con los estudios histopatoldgicos (inmunohistoquimica y
Hematoxilina-Eosina), para establecer la comparacion de la deteccion de metéstasis en
el ganglio centinela de forma intraoperatoria. La sensibilidad obtenida fue de un 92%

con 97% de especificidad.

Recientemente, la biopsia Optica consigue una amplificacion genética mas segura y
rapida (30 minutos) que la morfologia en la deteccion de metastasis en el ganglio
centinela. Este método se denomina técnica de OSNA (One Step Nucleic Acid
Amplification), con amplificacion isotérmica RT-LAMP (reverse transcriptase loop-
mediated isothermal amplification). El método OSNA consiste en la amplificacion de
genes (citoqueratina 19) a tiempo real del RNA mensajero (mRNA). Para determinar la
sensibilidad y especificidad de OSNA basado en la expresion del mRNA de la
citoqueratina 19, se compara con el estudio histoldgico, obteniendo como resultados

valores de sensibilidad entre 87,5-98,1% y especificidad de 90,8-94,3%*7>76,
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A continuacioén se muestra en la Tabla 25 la comparativa de los valores de sensibilidad
y especificidad de la biopsia intraoperataria del ganglio centinela en el cancer de mama,

en funcion de la técnica empleada en su estudio.
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Tabla 25. Comparativa de la sensibilidad y especificidad de las diferentes técnicas de
realizacion de la biopsia intraoperatoria del ganglio centinela. Pap: Papanicolaou. HE:
Hematoxilina-Eosina. RT-PCR: Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa a tiempo real. OSNA: One Step Nucleic Acid Amplification.
H.C.S.C.: Hospital Clinico San Carlos.

Sensibilidad Especificidad

Autor Ano N°casos Meétodo
(%) (%)

Barranger y cols.® 2004 185 Giemsa 33% 98%
Chicken y cols.* 2006 235 Giemsa 81,1% 100%
Nagashima y cols.* 2003 124 Pap 62% 99%
Motomura y cols.® 2000 101 Pap 91% 99%
Motomura y cols.® 2008 631 Pap 85% 97%

85 Pap 30% 99%
Fujishima y cols.® 2009

92 THQ 79% 98%
Rubio y cols.*’ 1998 53 HE 96% 100%
Jahromi y cols.* 2009 74 HE 60% 99.2%
Clarke y cols.™ 2010 166 THQ 61,7% o
Tafe y cols.” 2010 59 RT-PCR 88,9% 93,5%
Julian y cols.” 2008 416 RT-PCR 87,6% 94,2%
Martin Martinez y cols 2009 78 RT-PCR 92% 97%
Schem y cols.” 2009 93 OSNA 98,1% 90,8%
Tamaki y cols.™ 2009 164 OSNA 87,5% 94,3%
Estudio H.C.S.C 2010 99 RT-PCR 66,6% 87,2%
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Cualquier método histoldgico tiene una serie de limitaciones, debido fundamentalmente
a que no existe ninguna técnica que sea la auténtica de eleccion para establecer la
comparacion de nuevos procedimientos. Para intentar eliminar la mayoria de sesgos
inherentes a estas practicas se deberia realizar el estudio por diferentes patologos. Con
este procedimiento se conseguiria eliminar la subjetividad de los resultados, pero seria
de muy dificil realizacion puesto que no se podrian dar resultados intraoperatorios por
varios patélogos por el tiempo quirtirgico de espera y por el tamafio de los fragmentos
realizados en el ganglio centinela extraido (dependientes del tamafio inicial del mismo);
en segundo lugar, seria preciso realizar un doble analisis de la pieza, central y periférica,
para alcanzar un correcto diagnéstico de la misma sobre la negatividad o positividad

para malignidad®-%-",

Por consiguiente, los métodos histologicos 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
citologicos, esto hace sospechar que se encuentran en una segunda posicion en el
diagnodstico intraoperatorio de malignidad de la técnica de la biopsia del ganglio
centinela, puesto que la sensibilidad de las técnicas de biologia molecular son elevadas
sin la gran variabilidad del rango acontecida en los procedimientos

anatomopatoldgicos™.

El estudio francés publicado por Barranger E. y cols. presenta un valor de sensibilidad
para estudio citologico intraoperatorio con tincion de Giemsa de un 33,3%, siendo
relativamente bajo; mientras que la determinacion del valor predictivo positivo asciende

al 90%%, por consiguiente, a la paciente sometida a una linfadenectomia axilar por un
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resultado positivo para malignidad en la biopsia del ganglio centinela, se le realiza un

tratamiento quirurgico completo, en el mismo acto operatorio.

Los datos expuestos anteriormente de sensibilidad y especificidad varian con respecto al
estudio realizado por Chicken y cols., publicado en el afio 2006, donde ascienden a unas
cifras de 81,1% y 100%, respectivamente®. Estas diferencias pueden encontrarse
aumentadas por el mayor nimero de ganglios centinelas valorados en el trabajo inglés.
Otro dato de gran importancia descrito por dicho autor, es la agudeza diagndstica de la
valoracion por parte del cirujano al explorar el ganglio centinela, obteniendo una
sensibilidad de 64,3% y especificidad de 87,6%. La grandeza de este dato radica en lo
elevado de estas cifras, siendo superiores a los datos obtenidos por técnicas mas
objetivas; por consiguiente, los médicos con elevada experiencia en la realizacion de la
técnica de la biopsia selectiva del ganglio centinela consiguen un diagndstico correcto

de su afectacion en un gran niumero de casos.

Lo que bien es cierto es que estos resultados son alentadores en un principio pero
inquietantes tras una segunda observacion, puesto que se incrementan las necesidades
de diferentes técnicas hasta encontrar la que mejor agudeza diagnoéstica posea de manera

intraoperatoria.

Motomura y cols.®® obtienen una sensibilidad y especificidad de un 91% y un 99%,
respectivamente, mediante el empleo de la tincion con Papanicolaou de las muestras
intraoperatorias del ganglio centinela extraidas durante las intervenciones de las

pacientes a estudio. El nimero medio de ganglios centinelas extraidos en cada

126



Discusion

intervencion fue de 1.9, siendo un dato muy similar al estudio actual donde en el 53,5%

de las pacientes se obtuvieron entre 1 y 2 ganglios.

En dicho trabajo existe un sesgo, debido fundamentalmente a la determinacion subjetiva
de la afectacion o no del ganglio centinela, es decir, los patdlogos clasifican el
diagnodstico de las muestras como negativas para malignidad, sospechosas o positivas
para malignidad. Las muestras sospechosas las incluyen dentro de las negativas para
malignidad para disminuir la tasa de falsos positivos. Al realizar la comparacion de la
tincion con Papanicolaou con el posterior estudio mediante inmunohistoquimica se
detectaron 20 casos (4%) de 501 pacientes con diagndstico de ganglios centinelas
negativos para malignidad con células tumorales aisladas. El estudio citologico se
beneficia de un mayor nimero de cortes de la muestra del ganglio centinela,
permitiendo un estudio mas pormenorizado y una mayor sensibilidad y especificidad de
la prueba. Mediante la técnica RT-PCR a tiempo real, empleada en el trabajo expuesto,
se llega al diagndstico de 2 (2%) casos de células tumorales aisladas de 99 pacientes en
estudio y de 3 (3%) casos de micrometastasis, todo ello en el propio acto operatorio
permitiendo de dicho modo no demorar el tratamiento posterior, la linfadenectomia
axilar, a un segundo acto quirtrgico en el caso de las micrometastasis y permitir un
tratamiento adyuvante mas completo al conocer mejor el estado ganglionar de cada

paciente por la presencia de células tumorales aisladas.

En Japon, desde el afio 2005 hasta el afio 2006, se realizo un trabajo de investigacion®®
con el fin de establecer los diferentes parametros de sensibilidad y especificidad al

estudiar los cortes de la biopsia intraoperatoria del ganglio centinela mediante tincion de
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Papanicolaou y si a ésta prueba se le afiade técnicas de inmunohistoquimica. Los
resultados terminan favoreciendo, debido al mayor valor de sensibilidad, a la asociacion
de ambas pruebas. A continuacion, se valoro la tasa de falsos negativos obtenidos en los
dos grupos, observando un descenso significativo de dicho valor si se asociaba la
inmunohistoquimica a la tinciéon con Papanicolaou, resultando un 21% en este caso, y

un 70% en el conjunto de las biopsias cuyo estudio fue realizado con Papanicolaou

(Tabla 26).

Tabla 26. Comparacion de la agudeza diagnoéstica de la técnica de Papanicolaou
sola o asociada a inmunohistoquimica®. THQ: Inmunohistoquimica. p: nivel de
significacion. n.s.: No significativo.

Papanicolaou Papanicolaou

Valor-p
(%) +1HQ (%)
Sensibilidad 30 79 0,01
Especificidad 99 98 n.s.
Tasa Falsos Negativos 70 21 0,01
Tasa Falsos Positivos 1,3 2,2 n.s.

Fujishima y colaboradores® concluyen que la biopsia intraoperatoria debe realizarse por
patologos experimentados, como expresan el resto de publicaciones, y siempre que sea
posible por parte del centro u hospital, realizar la asociaciéon de Papanicolaou e
inmunohistoquimica. En segundo lugar, y no por ello menos importante, cabe descatar
los casos de falsos positivos resultantes del estudio japonés, por tanto la positividad
inmunohistoquimica de un ganglio centinela debe ser interpretada con gran precaucion

y, de ese modo, evitar el diagndstico erroneo de células tumorales metastasicas.

128



Discusion

Esta variedad de datos expuesta hace precisar nuevos horizontes para el diagndstico de
células tumorales en los ganglios extraidos mediante la técnica de la biopsia selectiva
del ganglio centinela. Métodos necesarios para aumentar la objetividad del resultado e
incrementar la agudeza diagnoéstica de la técnica intraoperatoria, asi como disminuir el
tiempo de espera del resultado en el mismo acto quirtrgico, disminuyendo, todo ello, la
morbilidad y mortalidad de la paciente afecta de un cancer de mama.

En el estudio de Hamidian Jahromi A. y cols.®”

se realiz6 un andlisis citolégico
mediante la tincion con Hematoxilina-Eosina. Esta técnica fallo en la deteccion de
metastasis en 10 ganglios de 6 pacientes, considerando el total de ganglios 146. Por otra
parte, se tarddo en obtener el resultado intraoperatorio una mediana de 25,7 +/- 6,4
minutos (rango 15-40 minutos), por tanto el tiempo de espera en el campo operatorio
hasta obtener el resultado de la afectacion del ganglio centinela es elevado, siempre
relacionado al nimero total de ganglios centinelas extraidos y, en segundo lugar, al
entrenamiento para dicho estudio del patdlogo encargado. La valoracién intraoperatoria
del ganglio centinela mediante la RT-PCR permite resultados objetivos no operador
dependiente y el tiempo de espera durante la intervencion es el necesario para la
obtencion del resultado, sin precisar una preparacion.

70

El articulo publicado por Clarke y cols.” en el afio 2010 confirma que la curva de
aprendizaje es de gran importancia para obtener mejores parametros de sensibilidad y
especificidad de las pruebas a estudio, mientras que en el trabajo actual los datos de

dicha curva han sido excluidos puesto que el aprendizaje se realizd con anterioridad.

Los datos del trabajo expuesto son resultados de personal experto y subespecializado en
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la técnica del ganglio centinela en el cancer de mama y en el empleo de la RT-PCR,
desde el punto de vista del personal del laboratorio de Gendmica. En segundo lugar, los
datos obtenidos de la fusion de pacientes del Reino Unido, la publicacion de Clarke y
cols. afianzan lo anteriormente expuesto en relacion con las secciones de las muestras
de los ganglios centinelas, es decir a mayor nimero de cortes mejores resultados en los
parametros de deteccion de micrometastasis en los estudios citologicos, mientras que
mediante la RT-PCR este dato no influye en el diagnéstico tanto de dichas

micrometastasis asi como en la deteccion de las células tumorales aisladas.

En cuanto al estudio con RT-PCR intraoperatoria existen estudios publicados de
pequefio tamafio muestral como es el caso de Tafe L.J. y cols.”, afio 2010, donde la
poblacion a estudio son 59 pacientes como se ha descrito anteriormente. En este trabajo
de investigacion, se realiza la comparacion de la técnica RT-PCR a tiempo real con el
procedimiento estandarizado en el centro de referencia, pero la problematica que se
observa es que so6lo detecta metéstasis con un tamafio superior a 0,2 mm. Con la técnica
empleada en el laboratorio de Gendmica del Hospital Clinico San Carlos, se puede
detectar incluso células tumorales aisladas (tamafio que no excede 0,2 mm), verificadas

posteriormente por tincion Hematoxilina-Eosina.

El resultado obtenido por Tafe y colaboradores’ sobre el valor predictivo negativo es de
72,8%, mientras que en el trabajo que se estd desarrollando se alcanza una cifra de
90,6%, con la importancia en la practica clinica que ello conlleva, puesto que el cirujano
se esta cerciorando que el resultado intraoperatorio mediante técnica molecular no va a

obligar a realizar una segunda intervencion quirtrgica a la paciente en casi un 91% de
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los casos. Por otro lado, la tasa de valor predictivo positivo en el estudio actual es de
58,3%, mientras que este valor desciende a un 13,5% en la publicacion de Tafe L.J. y
cols., por tanto s6lo 8 pacientes fueron diagnosticadas como verdaderos positivos, una
cifra relativamente baja considerando la gran repercusion, a nivel de tiempo operatorio,
estancia hospitalaria y sobre todo morbilidad, que conlleva la positividad intraoperatoria

del ganglio centinela.

Julian y cols.”, desarrollaron la validacion de la técnica RT-PCR recogiendo un tamafio
muestral de 416 pacientes en diferentes estados de Norteamérica. Los parametros de
sensibilidad y especificidad fueron 87,6 % y 94,2%, respectivamente. Uno de los errores
mas importantes del estudio se constituye en base a los resultados no validos de la
prueba RT-PCR, puesto que los autores catalogan dichos casos como negativos de
malignidad y no los excluyen del estudio, como en el trabajo expuesto. Estos datos no
validos fueron de un 2,4% (82 pacientes) y se obtuvieron como consecuencia de una
falta de experiencia en el manejo de técnicas moleculares por parte de los operadores.
En el estudio actual no existe dicha problematica debido a que el periodo de validacion
de la técnica en el Hospital Clinico “San Carlos” y, por tanto, la curva de aprendizaje de
todo el personal se excluyen de los resultados. El trabajo presentado por Julian y cols.
en el afio 2008, no establece los valores de sensibilidad y especificidad de la RT-PCR a
tiempo real, sino que son resultados en un tiempo posterior a la intervencion, por tanto
aunque las cifras sean mayores que las del trabajo actual, se debe valorar que la
especificidad de la prueba intraoperatoria del estudio que se estd exponiendo es de un

87,2%.
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En el estudio realizado en Bélgica, publicado en el afio 2009 por Martin Martinez I. y
cols.”, comparan la técnica RT-PCR a tiempo real con los resultados
anatomopatologicos para realizar una correcta validacion de la técnica. La sensibilidad y
especificidad alcanzada por este grupo es elevada, 92% y 97%, respectivamente. El
problema se basa en que estos pardmetros poseen una serie de limitaciones que pueden
ser solventados por la realizacion de una curva ROC, puesto que el area bajo la curva
ROC es el mejor indicador global de la precision de una prueba diagnodstica. En el
trabajo, que se presenta, este pardmetro, el area bajo la curva ROC, es 0,769; este valor
significa que un individuo seleccionado aleatoriamente del grupo de enfermos tiene un
valor de la prueba mayor que uno seleccionado aleatoriamente del grupo de sanos en el

76,9% de las veces.

Schem y cols.™, publica un estudio realizado mediante la técnica OSNA, basada en la
determinacion del nimero de copias de mRNA de la citoqueratina 19, utilizando un
método de amplificacion, para el estudio intraoperatorio de la biopsia del ganglio
centinela en el cancer de mama. En la publicacion del afio 2009, se muestran unas cifras
sorprendentes tanto de sensibilidad como de especificidad (98,1% y 90,8%,
respectivamente)”. En el mismo afio se procede a la presentacion de un articulo de
Tamaki y colaboradores, donde se encuentran cifras de los parametros de exactitud
diagnodstico de 87,5% la sensibilidad y 94,3% la especificidad™. Estos resultados del
diagnostico intraoperatorio, mediante OSNA con expresion de mRNA, de metastasis en
el ganglio centinela de una paciente afecta de cancer de mama son llamativos puesto
que es una técnica objetiva y rapida que permite mejorar la morbilidad, al igual que la

RT-PCR a tiempo real, siendo los parametros de agudeza diagnoéstica en el trabajo

132



Discusion

actual realizado en el Hospital Clinico “San Carlos™: sensibilidad de 66,6% vy

especificidad de 87,2%, inferiores a los obtenidos por OSNA.

El punto débil de los estudios OSNA, publicados hasta el momento, es la incapacidad
de realizar una representacion global de la exactitud diagnostica, curva ROC, de la
técnica. Esto es debido a que no se realiza una comparacion de OSNA con el resultado
anatomopatologico del mismo ganglio a estudio, sino con el de un control, no siendo la
misma paciente. Por el contrario, los datos intraoperatorios de la técnica RT-PCR a
tiempo real llevada a cabo en el trabajo expuesto se valoran en relacién a los resultados
definitivos del estudio anatomopatologico de la pieza del ganglio centinela. De este
modo, se puede realizar la curva ROC (Figura 25), habiéndose obtenido como resultado
una cifra, como ya se ha comentado anteriormente, el area bajo la curva de 0,769;
siendo su error estdndar de 0,65, con un nivel de significacion p < 0,001, siendo
estadisticamente significativo (p < 0,05) y un intervalo de confianza del 95% (0,641-
0,897), todo ello demuestra objetivamente que la RT-PCR a tiempo real es un
procedimiento diagnoéstico de alta precision. Por consiguiente en el Hospital Clinico
“San Carlos” se podria implantar, en un futuro proximo, la técnica OSNA, puesto que
en la poblacion de dicha area se demuestra, con este estudio, que la RT-PCR a tiempo

real es un método elevada agudeza diagnostica.

El analisis ROC permite seleccionar los modelos diagnésticos posiblemente 6ptimos. El
mejor método posible de prediccion se situaria en un punto localizado en la esquina
superior izquierda de la grafica, también denominado coordenada (0,1) del espacio

ROC, puesto que representa un 100% de sensibilidad, ningin caso falso negativo, y un

133



Discusion

100% también de especificidad, que conlleva que no existe ningun falso positivo. Por el
contrario, una clasificacion totalmente aleatoria daria un punto a lo largo de la linea

diagonal, linea de no discriminacion.

En relacion con la influencia de los factores prondstico en la posibilidad de recidiva
tumoral, se han hecho comparaciones entre aquellas pacientes en ausencia de recidiva y
con presencia de dicho suceso en funcion de la intensidad de positivizacion de los
receptores hormonales en la pieza quirurgica, observandose que dicha relacién no fue
estadisticamente significativa; este hecho se acontece en igual medida en el caso del
analisis del oncogén HER2-neu y el Ki-67. Por el contrario, si la agrupacion de los
receptores hormonales se realizase en dos grupos, menor o igual al 50% y mayor de
50%, entonces la relacion con la presencia o ausencia de recidiva seria estadisticamente

significativa.

Cabe afadir, que aunque las diferencias no son estadisticamente significativas, si se han
publicado diversos estudios, en los que se afirma que existe un incremento en la
supervivencia o el tiempo libre de enfermedad en aquellas pacientes que presentan una
expresion elevada de receptores hormonales en el estudio anatomopatologico del

tumor’”’®

, esto puede ser debido a las diversas formas de agrupacion. De igual manera,
se observa que la sobreexpresion del oncogén HER2-neu en el carcinoma de mama,
favorece una peor respuesta al tratamiento endocrino adyuvante™”. Por consiguiente,
aunque el descubrimiento de este oncogén, en la pieza intraoperatoria, no esta

relacionado con el desarrollo de metastasis tumoral, si es cierto que se produce un

incremento debido a una mala respuesta al tratamiento asociado.
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Los resultados inmunohistoquimicos son factores pronostico de gran importancia sobre
la evolucion del cancer de mama y su respuesta frente al tratamiento. De este modo, es
relevante establecer la relacion de los mismos con respecto al resultado extrapolado de

la RT-PCR a tiempo real.

La relacion del indice de positividad de los receptores hormonales con el resultado
positivo o negativo para malignidad en la RT-PCR intraoperatoria no ha sido
estadisticamente significativa, pero se ha encontrado muy proxima al nivel de
significacion. De la tabla de contingencia se puede extrapolar que el 68% de las
pacientes con resultado negativo para RT-PCR presentan cifras de receptores
hormonales superiores al 50%, por tanto se ve la asociacion de los casos con resultado
negativo para malignidad y un valor de buen prondstico, alto indice de expresion de

dichos receptores.

Otro estudio analitico, imprescindible, para establecer una correcta validacion de la RT-
PCR intraoperatoria es la valoracion de la relacion estadistica de sus resultados con la
determinacion de la afectacion tumoral del ganglio centinela, siendo la prueba “gold
standard”, en el momento actual, el andlisis anatomopatologico del ganglio centinela.
En la tabla de contingencia resultante de este andlisis, se objetiva como el 90,6% de las
pacientes con ganglios negativos para malignidad en la RT-PCR presentaron un
resultado negativo en el estudio anatomopatologico definitivo. Por el contrario, el
58,3% de las pacientes con positividad en la RT-PCR obtuvieron un diagnostico de
metastasis en el ganglio centinela por anatomia patolédgica (p < 0,001). Con todo ello se

puede extrapolar el concepto que el estudio realizado en el Hospital Clinico “San
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Carlos” mediante el empleo de la RT-PCR a tiempo real permite discriminar
intraoperatoriamente y de manera estadisticamente significativa a aquellas pacientes con

un ganglio centinela positivo o negativo para malignidad.

De las 11 pacientes que presentaron recidiva tumoral durante el periodo de seguimiento,
40 meses, un 36,4% con diagnostico de micrometastasis mediante RT-PCR no habian
sido diagnosticadas por Hematoxilina-Eosina intraoperatoria; mientras que s6lo un caso
de los que recidivé no presentaba un resultado positivo para malignidad en la RT-PCR y

si mediante Hematoxilina-Eosina.

Tras la aplicacion de la prueba de “Log Rank”, se concluye que el tiempo libre de
enfermedad de las pacientes con resultado negativo para malignidad del ganglio
centinela en la RT-PCR a tiempo real es mejor que aquellas que obtuvieron un dato
positivo en dicha prueba, siendo estadisticamente significativo (p = 0,021). La
supervivencia libre de enfermedad a los 40 meses en el grupo clasificado por ser
negativa la RT-PCR a tiempo real es de 37,3 meses (intervalo de confianza, IC, del
95%, 35.5-39.2) descendiendo a 28,5 meses (IC 95%, 20.8-36.2) en el grupo con
resultado positivo para malignidad mediante RT-PCR. Masuda N. y cols.® describen el
descenso del periodo libre de enfermedad tanto a los 5 como a los 10 afios de aquellas
pacientes que fueron diagnosticadas de micrometdstasis en la biopsia de ganglio
centinela mediante RT-PCR. Las diferencias con respecto al estudio publicado en el
trabajo actual son dos, la primera de ellas, que Masuda s6lo hace la valoracion de la

supervivencia en aquellos casos que exclusivamente tengan micrometastasis, no
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macrometastasis, y, en segundo lugar, la RT-PCR no se realiza de manera

intraoperatoria.

La deteccion de micrometéstasis por RT-PCR a tiempo real contribuye a disminuir el

tiempo libre de enfermedad de forma estadisticamente significativa.

Por consiguiente, la técnica objeto de estudio en este trabajo, la RT-PCR a tiempo real,
es un marcador ideal para el estudio de la biopsia intraoperatoria del ganglio centinela,
puesto que es un dato objetivo, rapido y reproducible, dado que su resultado no es un
valor cualitativo dependiente del observador. Este dato establece la diferencia, de gran
relevancia, con respecto a los resultados anatomopatolégicos resultantes de un estudio

intraoperatorio de la pieza quirargica del ganglio centinela.

Debido a la baja sensiblidad y a la necesidad de personal con experiencia y habilidad
para un correcto diagndstico intraoperatorio mediante estudio anatomopatologico,
muchos centros precisan de un gran niimero de reintervenciones, para completar el
tratamiento del carcinoma de mama y realizar, de este modo, la linfadenectomia axilar.
Esto conlleva un elevado indice de morbilidad para la paciente. A la vista de todos los
resultados obtenidos en el estudio se puede concluir que la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa con transcripcidon inversa cuantitativa a tiempo real en el
ganglio centinela es una solucién diagndstica intraoperatoria que muchos hospitales
pueden adoptar y que puede incrementar la estandarizacion en la identificacion de las
metastasis del ganglio centinela, al ser un método molecular rapido y objetivo, de una

elevada precision diagnostica.
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Conclusiones

1. La RT-PCR a tiempo real es tanto por los parametros de agudeza diagnodstica como
por el area bajo la curva ROC, obtenida en el estudio, un procedimiento de alta

precision diagnostica.

2. Existe una relacion estadisticamente significativa entre los resultados de la biopsia

intraoperatoria del ganglio centinela y la RT-PCR a tiempo real.

3. Los resultados obtenidos mediante RT-PCR convencional y RT-PCR a tiempo real

son idénticos en todas las pacientes.

4. El resultado positivo de la prueba (RT-PCR a tiempo real) conlleva un aumento en la

probabilidad de recidiva tumoral. Esta prediccion no se consigue con otros factores de

pronostico en la misma poblacion.
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“‘M Hospital Clinico
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Saludhadrid

BB comunidad de Madrid

ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA BIOPSIA
SELECTIVA DEL GANGLIO CENTINELA EN TUMORES DE MAMA

Nombre del paciente:

D.N.I.:

N? Historia Clinica:

Declaro que el Dr./a. D/DRa .......coooviiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeaea me ha informado
que para una correcta estadificacion y, por tanto, para un tratamiento mas adecuado de
mi cancer de mama derecha-izquierda es necesario realizar una biopsia selectiva del

ganglio centinela (GC).

El GC es el primer ganglio linfatico que entra en contacto con las células cancerosas
cuando éstas se diseminan desde el tumor primario. La localizacion mas habitual es en
la grasa axilar (bajo el brazo); otras localizaciones son la mamaria interna (entre las

costillas), el hueco supraclavicular o el cuello.

Mediante este procedimiento se pretende identificar la(s) zona(s) de drenaje del tumor
mamario, localizar el (los) ganglio(s) centinela y extirparlos de forma independiente
para poder hacer un estudio selectivo de los mismos. De este andlisis depende el

tratamiento posterior.
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Esta técnica consiste en la inyeccion alrededor de la tumoraciéon / alrededor de la

areola / en la piel de un marcador iSOtOPICO ........oveviiniiiiiiiiiinennnnn,

Pasadas unas horas o al dia siguiente se procedera a la biopsia del GC, asociandola o no

al tratamiento quirtrgico de su tumor.

Se realizara SI — NO analisis intraoperatorio del GC y si dicha biopsia fuera positiva, se
hard una linfadenectomia axilar. Si fuese negativa, habrd que esperar al estudio

histolégico definitivo para decidir tratamiento.

En su caso no — se utilizard el marcado complementario con colorante vital

................... — azul de metileno.

Comprendo que a pesar de la adecuada eleccion de la técnica y de su correcta

realizacion pueden presentarse efectos indeseables, tanto los comunes derivados de toda

intervencion y que pueden afectar a todos los oOrganos y sistemas, como otros
especificos del procedimiento:

* Poco graves y frecuentes: infeccion o sangrado de la herida quirargica, coleccion

de liquido en la herida (serosa), flebitis, edema transitorio, cicatrices dolorosas,

hipertroficas o retréctiles, dolor en la zona de la intervencion.
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* Poco frecuentes y graves: inflamacién grave de los linfaticos, recidiva tumoral,

hemorragia importante, alteraciones locales de los nervios, reacciones alérgicas

al colorante vital, necrosis de la piel y subcutdneo con azul de metileno.

El médico me ha explicado que estas complicaciones habitualmente se resuelven con

tratamiento médico (medicamentos, sueros).

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado y el facultativo que me ha

atendido me ha contestado las dudas que he planteado.

También comprendo que en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna

explicacion, puedo revocar el consentimiento que ahora presto.

Y en tales condiciones CONSIENTO que se me realice la biopsia del ganglio centinela.

En..oooooiiiiiiiil. N de .ooooiiiiii de 20......
Fdo.: Paciente o representante legal Fdo. Médico: Dr./Dra.
N° de colegiado:
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REVOCACION
Nombre:
REVOCO el consentimiento prestado en fecha .................... y no deseo proseguir el

tratamiento, que doy con esta fecha por finalizado.
En Madrid, a ......... de .o de 20......

Fdo.: Paciente o representante legal Fdo. Médico: Dr./Dra.

N° de colegiado:
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ANEXO 2. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA

DONACION DE TEJIDO

DOMIA ..o
de ............. afios de edad con domicilio €n ...........ccooviiiiiiiiiiii
................................................. YDNLN®

(Representante)Don / DOMa .......ouiiniiii e
de ............. aflos de edad, con domiCilio €N .........oviiiiiiiii i
................................................ YyDNLN®

AUTORIZO:

A que el personal médico utilice, para fines de investigacion actual y de futuro, los
tejidos y/o fluidos corporales obtenidos de las intervenciones médico-quirirgicas que
me van a ser practicadas, una vez realizado el diagnodstico adecuado de mi enfermedad.
Todos los datos obtenidos serdn manejados con la méaxima confidencialidad y de

acuerdo con la ley 15/99 de Proteccion de Datos de caracter personal.
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Me reservo expresamente el derecho a revocar mi consentimiento en cualquier

momento.

En o (LUGAR Y FECHA)

Fdo. EL MEDICO Fdo. EL PACIENTE
REVOCACION

DOMIA ..ttt de ............ afios de

edad con domicilio €N .......iiiiiiiii e y

DN.LN® (Representante) Don/Dona ..................

............................................... de ............. anos de edad, con domicilio en

.............................................................................. yD.NLn®..............

............................. en calidad de REPRESENTANTE LEGAL, FAMILIAR O

ALLEGADO  DE: i

Revoco el consentimiento prestado en fecha ............................ y no deseo

proseguir el tratamiento, que doy con esta fecha por finalizado.

En o (LUGAR Y FECHA)

Fdo. EL MEDICO Fdo. EL PACIENTE
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Abreviaturas

A.D.N. o D.N.A.: Acido Desoxirribonucleico.
AJ.C.C.: American Joint Committee on Cancer.
A.P.: Anatomia Patoldgica.

A.R.N.o R.N.A.: Acido Ribonucleico.

A.T.C.: Células Tumorales Aisladas.

B.A.G.: Biopsia con Aguja Gruesa.

B.R.C.A.1: Breast Cancer 1, gen del “cancer de mama” 1.
B.R.C.A.2: Breast Cancer 2, gen del “cancer de mama” 2.
B.S.G.C.: Biopsia Selectiva del Ganglio Centinela.

°C: Grados Centigrados.

Ca.: Carcinoma.

C.A.T.-D: Catepsina-D.

C.E.A.: Antigeno Carcinoembrionario.

C.I.S.H.: Chromogenic In Situ Hybridation.

C.K.: Citoqueratina.

C.K.19: Citoqueratina 19.

c.m.: Centimetros.

cols.: Colaboradores.

C.P.S.: Cuentas Por Segundo.

Ct: Valor del ciclo umbral (threshold cycle).
D.C.L.S.: Carcinoma Ductal In Situ.

dNTPs: Dinucleétidos Trifosfato.

E.E.U.U.: Estados Unidos.

E.G.F.R.: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
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Abreviaturas

F.D.A.:

F.I.S.H.:

G.A.B.A.x:

G.C.:
H.C.S.C.:
H.E.:
h-M.A.M.:
Hpr:

I.C.:
LH.Q.:
L.C.LS.:

L.E.H.R.:

L.E.U.H.R.:

L.H.R.H.:

mCi:

M.G.:

m.g.:

M.U.C.-1:

N°:

n.s.:

N.S.A.B.P.:

O.S.N.A.:

Food and Drug Administration.

Fluorescence In Situ Hybridation

Subunidad 7 del receptor tipo A de la y-aminobutirato.

Ganglio Centinela.

Hospital Clinico “San Carlos”.

Hematoxilina-Eosina.

Mamoglobina Humana.

Proteina relacionada con la haptoglobulina.

Intervalo de Confianza.

Inmunohistoquimica.

Carcinoma Lobulillar In Situ.

Colimadores de baja energia y alta resolucion.
Colimadores de baja energia y resolucion ultra alta.
Analogos de la hormona liberadora de gonadotropina.
Milicurios.

Mamoglobina.

Miligramos.

Milimetros.

Mucina implicada en la adhesion intercelular.
Tamano muestral.

Numero.

No significativo.

National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project.

One Step Nucleic Acid Amplification.
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Abreviaturas

P.A.AF.:
Pap:
P.B.G.D.:
P.C.R.:
P.E.M.:

P.E.T.:

QRT-PCR:

R.M.:

R.O.C.:

R.R.:

RT-LAMP:

RT-PCR:

Se:

S.E.G.O.:

S.E.S.P.M.:

S.P.-1:

S.P.E.C.T.-T.A.C.:

S.T.A.R.:

T.C.:

Nivel de significacion.

Puncion Aspiracion con Aguja Fina.

Tincion de Papanicolaou.

Porfobilinogeno Desaminasa.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Mucinas Epiteliales Polimorficas.

Tomografia con Emision de Positrones.

Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con
Transcripcion Inversa Cuantitativa.

Resonancia Magnética Nuclear.

Curvas de Operacion Caracteristica del Receptor (Receiver-
Operating Characteristic).

Riesgo Relativo.

Reverse Transcriptase Loop-Mediated Isothermal Amplification.
Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con
Transcripcion Inversa.

Servicio.

Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia.

Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria.
Beta-1-glicoproteina especifica de la gestacion.

Tomografia Computarizada por Emision de Fotones Simples-
Tomografia Axial Computarizada

Estudio sobre Tamoxifeno y Raloxifeno.

Tomografia Axial Computerizada.
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Abreviaturas

Tc-99m: Tecnecio 99 metaestable.

T.G.F.- B: Factor de Crecimiento Tumoral.

U.E.: Unién Europea.

V.E.G.F.: Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular.

155



	portada
	Dedicatoria
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	INTRODUCCIÓN
	I. EPIDEMIOLOGÍA
	II. FACTORES DE RIESGO
	III. PREVENCIÓN Y DIAGNÓSTICO DEL CÁNCER DE MAMA
	IV. FACTORES PRONÓSTICO
	V. MEDIDAS TERAPÉUTICAS DE LA NEOPLASIA MAMARIA
	VI. TÉCNICA DE BIOPSIA SELECTIVA DE GANGLIO CENTINELA
	VII. INMUNOHISTOQUÍMICA EN EL CARCINOMA MAMARIO
	VIII. TÉCNICA DE REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPCIÓN INVERSA (RT-PCR) EN EL GANGLIO CENTINELA
	IX. CLASIFICACIÓN MOLECULAR DEL CÁNCER DE MAMA

	OBJETIVOS
	PACIENTES
	I. PERIODO DE ESTUDIO
	II. POBLACIÓN DE ESTUDIO

	MÉTODOS
	I. METODOLOGÍA CLÍNICA
	II. MÉTODO DE LOCALIZACIÓN DEL GANGLIO CENTINELA
	III. MÉTODO QUIRÚRGICO
	IV. MÉTODO DE ANÁLISIS DE GANGLIO CENTINELA Y PIEZA TUMORAL
	V. METODOLOGÍA ESTADÍSTICA

	RESULTADOS
	I. ESTUDIO DESCRIPTIVO
	II. ESTUDIO ANALÍTICO DE LOS FACTORES PRONÓSTICO
	III. VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA RT-PCR
	IV. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	ANEXOS
	ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA BIOPSIA SELECTIVA DEL GANGLIO CENTINELA EN TUMORES DE MAMA
	ANEXO 2. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACIÓN DE TEJIDO

	BIBLIOGRAFÍA
	ABREVIATURAS

